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   I. EINFÜHRUNG
1. 1. Gliome
Gliome machen ungefähr 30-40% aller Hirntumore beim Erwachsenen aus (1). Die Inzidenz der
Gliome beträgt bei den Männern 5-6/100000/Jahr, bei den Frauen 3-4/100000/Jahr, wobei sie mit
zunehmendem Alter deutlich ansteigt (19/100000/Jahr im 70.-80. Lebensjahr) (2, 3). Zu den Glio-
men werden die Astrozytome, Glioblastome, Mischgliome (Oligoastrozytome), Oligodendrogliome,
Ependymome und die Plexustumore gezählt. Mit dem Terminus „Gliom“ sind hier und im folgen-
den Gliome astrozytärer Differenzierung gemeint; Ependymome und Plexustumore nehmen, was
die Tumorbiologie, die Therapie und die Morphologie und damit auch die Bildgebung angeht, eine
Sonderstellung ein. Sie sind primär nicht Gegenstand der vorliegenden Arbeit.
Die Einteilung der Gliome erfolgt im deutschsprachigen Raum nach der 1993 revidierten WHO-
Klassifikation der Hirntumoren (4), die in ihrer ersten Fassung auf Zülch zurückgeht (5). Darüber
hinaus gibt es zahlreiche weitere Klassifikationen, welche in anderen Ländern eine größere Rolle
spielen. Erwähnt seien frühere Einteilungen nach Bailey und Cushing (6), nach Kernohan (7),
nach Ringertz (8) sowie neuere Klassifikationen nach Daumas-Duport (9) und Burger (10). Fast
alle Klassifikationen  basieren auf einem histogenetischen Einteilungsprinzip, bei dem ein Tumor
dem Zelltyp zugeordnet wird, aus dem er hervorgegangen ist. Allerdings bereitet diese Vorge-
hensweise histologisch dann Schwierigkeiten, wenn die Tumorzelle undifferenziert ist oder sich
der Tumor aus verschiedenen Zelltypen zusammensetzt. Den meisten Klassifikationen liegt ein
3stufiges oder 4stufiges Grading zu Grunde, allerdings ist gerade dieses Grading immer wieder
Gegenstand der Diskussion. So wird zum Beispiel vorgeschlagen, bei Erwachsenen nur zweistu-
fig zwischen einem “low-” und einem “high-grade” Gliom zu unterscheiden (11). Allerdings zeigte
die Deutsch-Österreichische maligne Gliomstudie, dass es einen hochsignifikanten Unterschied
im Verlauf und in der Prognose zwischen dem Astrozytom WHO Grad III und dem Glioblastom
WHO Grad IV gibt (12). Auch gibt es durchaus Unterschiede im Proliferationsverhalten zwischen
verschiedenen Gliomentitäten mit demselben WHO Grad: So haben Oligodendrogliome (WHO
Grad II) meist eine günstigere Prognose als Astrozytome mit dem entsprechenden Grading (13).
Histopathologische Kriterien für das Grading von Gliomen sind das Vorhandensein von Kernatypie,
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Mitose, Endothelproliferation und Nekrose. Ob es sich nach WHO um ein Grad II oder III Gliom
handelt, hängt vom Vorhandensein von Mitosen ab; der Unterschied zwischen einem Grad III und
einem Grad IV Gliom macht sich an dem Vorkommen von Gefäßproliferationen und/oder Nekro-
sen fest. Allerdings gibt es Abweichungen von dieser Regel. So weist das klassische pilozytische
Astrozytom des Kindes- und jungen Erwachsenenalters, welches dem WHO Grad I entspricht,
Merkmale auf, die im Erwachsenenalter als malignitätsverdächtig eingestuft werden: Dieser Tu-
mor kann pathologische Gefäßproliferationen, eine Zell-und Kernpolymorphie und manchmal so-
gar Nekrosen aufweisen.
Gliome wachsen in der Regel diffus in das umgebende Hirnparenchym. Dabei erfolgt die Migrati-
on von Gliomzellen entlang von vorgegebenen, extrazelluläre-Matrix (ECM) – Protein-enthalten-
den, anatomischen Strukturen wie den myelinisierten Bahnsystemen der weißen Substanz oder
vaskulären und leptomeningealen Basalmembranen (14, 15). Die Potenz zur Invasion korreliert
nicht mit dem Grad der Malignität.  Auch niedrig-gradige Gliome (LGG) wachsen häufig diffus
infiltrierend (16), sowohl makroskopisch als auch mikroskopisch ist die Grenze zum anliegenden
Hirngewebe unscharf.
Neben der Gewebebeschaffenheit der extrazellulären Matrix wird die Gliominvasion zusätzlich
auch durch eine enzymatische Beeinflussung des Extrazellulärraumes durch die Tumorzelle selbst
begünstigt (15). Die Tumorzellinvasion vollzieht sich in drei Stufen: eine Rezeptor-vermittelte Ad-
häsion der Tumorzelle an Matrixproteinen, die Auflösung der Extrazellulärmatrix durch Metall-
proteinasen und die Reorganisation der zytoskelettalen Elemente (17). Inwieweit eine Zelle invasive
Eigenschaften hat, wird nicht bestimmt durch ein einzelnes Gen oder Protein, sondern ist das
Produkt eines Ungleichgewichtes in der Regulierung des existierenden physiologischen
Zellprogrammes (18). In vitro Untersuchungen haben gezeigt, dass insbesondere Zytokine,
Proteasen und Adhäsionsmoleküle wie CD44, transforming growth-factor-ß1, Matrix-Metallprotein-
asen und Integrine von funktioneller Bedeutung bezüglich der Veränderungen der Extrazellulärmatrix
sind (19, 20, 21, 22). In diesem Zusammenhang spielen sowohl Makrophagen aus dem Blut als
auch die ortsständige Mikroglia eine wichtige Rolle. Letztere wird durch den Tumor selbst aktiviert
und moduliert insbesondere die Aktivität von Matrix-Metalloproteinasen, denen eine Schlüssel-
rolle für die TumorInvasion zugeschrieben wird. (23, 24). Speziell wird die physiologische,
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kontrollierte Proteolyse in Richtung einer verstärkten Spaltung der Extrazellulersubstanz beein-
trächtigt. Gerade Mikrogliaaktivierung führt durch die Produktion spezifischer Signalmoleküle des
Immunsystems wie z. B. Zytokinen (Interleukine 1-6, Interferone-α/β, -γ, Tumornekrosefaktor u.v.a.),
sowie durch die Expression co-stimulierender Adhäsionsmoleküle (IMAC-1) zur Stimulation von
peripheren T-Zellen. Diese passieren dann die Blut-Hirn-Schranke und infiltrieren in das Hirn-
parenchym (25).
Die diffuse Infiltration von verstreuten Tumorzellen in die Tumorumgebung stellt ein wesentliches
Problem bei der chirurgischen Behandlung dieser Tumoren dar und ist zugleich der Hauptgrund
dafür, dass Gliome nicht in toto chirurgisch entfernt werden können. Von den verstreuten, infiltrie-
renden Tumorzellen geht nach radikaler Tumorexstirpation das neue Tumorwachstum aus. Ohne
raumfordernde Wirkung zu haben, können solche singulären Tumorzellen bereits zu neurologi-
schen Ausfällen führen, wobei der Mechanismus dafür bislang noch unklar ist (26).
Bei der Entstehung und Malignisierung von Gliomen wird der Tumorangiogenese eine wichtige
Bedeutung zugerechnet (27). Endothelzellproliferation ist ein Charakteristikum von malignen Glio-
men und fehlt bei niedrig-gradigen Tumoren dieser Gruppe. Das Glioblastom als die bösartigste
Gliomform ist ein hoch vaskularisierter Tumor, der als histologisches Merkmal typische
mikrovaskuläre Proliferationen zeigt. Die Bedeutung sowohl der Gefäßdichte als auch der Gefäß-
qualität findet nicht zuletzt auch darin ihren Ausdruck, dass diese Parameter wichtige Komponen-
ten der meisten histologischen Grading Systeme für Gliome sind. Obwohl manche Glioblastome
„de novo“ entstehen, gehen ein Großteil dieser Tumoren aus primär niedrig-gradigen Gliomen
hervor. Schon früh wurde erkannt, dass Angiogenese und die Fähigkeit, Blutgefäße aus der Tumor-
umgebung zu rekrutieren, ein bedeutender Faktor für den Übergang von benignen zu malignen
Gliomen ist (28). Interessant in diesem Zusammenhang ist die Tatsache, dass sich diese zwei
Glioblastomtypen molekulargenetisch voneinander unterscheiden, wobei bei den de-novo-
Glioblastomen das p53-Tumorsupressorgen meist intakt und das EGFR-Onkogen aktiviert ist.
Demgegenüber zeigen sich aus einem niedrig-gradigen Astrozytom entwickelnde, sog. sekundär
maligne Gliome, häufig ein mutiertes p53-Tumorsupressorgen (29). Auch das Tumorwachstum
und die Invasion des Tumors in das benachbarte Gewebe sind Angiogenese-abhängig. Ohne die
Penetration von Blutgefäßen können die Tumoren nur bis zu einer Größe von 1-2 mm wachsen,
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die Energiezufuhr erfolgt dann durch Diffusion (30). Die Stimulation von neuen, den Tumor versor-
genden Kapillaren (Angiogenese) ist bislang nicht vollständig aufgeklärt. Es zeichnet sich jedoch
ab, dass sowohl genetische Transformation als auch bestimmte äußere „Stress-Bedingungen“ in
der Tumorumgebung (z.B. Hypoxie) eine Rolle spielen (31). In jüngster Zeit konnte gezeigt wer-
den, dass die Angiogenese selbst aus einer Störung des Gleichgewichtes zwischen sie stimulie-
renden und hemmenden Faktoren resultiert (30). Sowohl die Überexpression von
Angiogenesestimulatoren und ihren entsprechenden Signaltransduktoren als auch der Verlust
von Angiogeneseinhibitoren führen zu einer gesteigerten Tumorangiogenese. Solche
Angiogeneseinhibitoren sind im normalen Gewebe vorhanden und führen physiologisch zu einer
Suppression von pathologischem Endothelzellwachstum. Man weiß mittlerweile, dass Mutationen
des Tumorsuppressorgens p53 zum Aktivitätsverlust eines solchen Angiogeneseinhibitors bei Glio-
men führen können (32). Es ist eine große Zahl an angiogenetischen Wachstumsfaktoren be-
kannt, die bei Tumoren konstant überexprimiert werden (33). Die wichtigsten und am besten cha-
rakterisierten sind der vascular endothelial growth factor/vascular permeability factor (VEGF, VPF),
der platelet-derived growth factor (PDGF) und der acidic/basic fibroblast growth factor (FGF-1 und
FGF-2) (34).
Die Therapie der Gliome stützt sich z. Zt. vorwiegend auf chirurgische, chemotherapeutische und
radiotherapeutische Strategien, wobei auf entsprechende Übersichtsarbeiten verwiesen wird (35,
36, 37, 38). Während bei LGG durch entsprechende Therapieansätze eine deutliche Prognose-
verbesserung erzielt werden kann, ist die Prognose bei malignen Gliomen (HGG) mit einer mittle-
ren Überlebenszeit von wenigen Monaten nach wie vor infaust. Obwohl das therapeutische Vor-
gehen bei malignen Gliomen nicht einheitlich ist, wird jedoch meist zunächst eine möglichst radi-
kale Tumorentfernung zur Beseitigung der Raumforderung, Reduktion der Tumormasse und Ge-
winnung von aussagekräftigem Histologiematerial angestrebt (39). Inwieweit die Radikalität der
Resektion mit der tatsächlichen Überlebenszeit korreliert, wird widersprüchlich angesehen, wobei
von der Mehrheit der Autoren  jedoch eine Korrelation zwischen dem Ausmaß an entferntem Tumor-
gewebe und der mittleren Überlebenszeit beschrieben wird (40, 41). Allerdings gibt es auch Studi-
en, die beim Glioblastom keinen Überlebensvorteil von zytoreduktiv operierten gegenüber aus-
schließlich biopsierten Patienten herausarbeiten konnten (42). Die Tumorentfernung erfolgt heut-
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zutage unter möglicher Schonung von funktionell wichtigen Hirnarealen, wobei sich immer mehr
EDV-gestützte Verfahren der Neuronavigation durchsetzen. Üblicherweise werden HGG im
Anschluss an die Operation nachbestrahlt, dabei kommen verschiedene Formen der Bestrahlung
zum Einsatz. Bei diesen neuen Verfahren der Radiochirurgie (interstitielle oder perkutane stereo-
taktische Bestrahlung) wird mit Submillimeterpräzision die Strahlendosis in das Tumorvolumen
appliziert, wobei das angrenzende Hirngewebe geschont wird. Dies ermöglicht u.a. wesentlich
höhere Strahlendosen direkt auf das Tumorgewebe. Darüber hinaus wird in zahlreichen Zentren
eine adjuvante Chemotherapie durchgeführt, ohne dass deren Wert, insbesondere beim Glioblastom
bisher überzeugend belegt wäre (38). Auch wird die Wirksamkeit einer neoadjuvanten Chemothe-
rapie vor der Strahlentherapie evaluiert (43, 44)
Die angesprochenen Therapiestrategien bewirken bei malignen Gliomen eine mittlere Über-
lebenszeit nach alleiniger neurochirurgischer Resektion von 20 Wochen, nach Resektion mit an-
schließender Strahlentherapie von 36 Wochen. Eine zusätzlich durchgeführte Chemotherapie kann
die Überlebenszeit um wenige weitere Wochen verlängern. Demgegenüber wird die mittlere Über-
lebenszeit ohne jegliche Therapie mit 14 Wochen angegeben (45, 46, 47). Eine Ausnahmestellung
bzgl. der Chemotherapiesensibilität besteht bei den Oligodendrogliomen und Mischgliomen
(Astrozytome mit oligodendroglialem Anteil). Diese Tumoren zeichnen sich hinsichtlich des
Ansprechens auf Chemotherapie durch eine wesentlich günstigere Situation aus, wobei Remissions-
raten von bis zu 75 % (komplette Remission 38%) beschrieben sind (48). Über einen signifikanten
Zusammenhang zwischen dem Verlust der Heterozygotie eines Chromosoms (1p) und der
Chemosensibilität von oligodendroglialen Tumoren wird berichtet (49). Neben der angesproche-
nen Tatsache, dass bestimmte Unterformen der Gliome die Prognose des Patienten deutlich ver-
bessern, haben insbesondere ein niedriges Alter des Patienten, ein niedriger Karnofsky-Index
(Beurteilungsinstrument zur Beschreibung der Lebensqualität), das Fehlen von neurologischen
Defiziten und eine längere symptomatische Vorgeschichte einen lebensverlängernden Effekt. Ein
besserer Krankheitsverlauf ist dann zu erwarten, wenn der Patient ein niedriges histologisches
Grading hat, er jung ist, einen guten Karnofsky-Index (>70%) besitzt, wenige neurologische Defi-
zite und eine längere symptomatische Krankheitsvorgeschichte aufweist (50).
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Eine Reihe von Therapieformen sind bei Gliomen mit großen Hoffnungen verbunden, befinden
sich z. Zt. aber noch im Experimentalstadium (51). Im wesentlichen umfassen diese Therapie-
strategien den Einsatz von neuen Chemotherapeutika, aber auch die Entwicklung von Strategien,
mit denen die BHS überwunden werden kann und höhere Pharmakadosen in den Tumor gebracht
werden können (intrathekale vs. intraarterielle vs. lokale Chemotherapie; artifiziell pharmakologi-
sche Öffnung der BHS vor Chemotherapiegabe u. a. ). Ein Ansatzpunkt für eine erfolgverspre-
chende Therapie ist die Tumorangiogenese. So führte u.a. die Charakterisierung einer mittlerwei-
le großen Anzahl von angiogenetischen Wachstumsfaktoren in den letzten Jahren fast parallel zur
Entwicklung von einer Reihe von antiangiogenetischen Therapiekonzepten. Der theoretische Hin-
tergrund für eine antiangiogenetische Therapie begründet sich darin, dass die Bildung von neuen
Tumorgefäßen eingeschränkt oder blockiert werden soll, um damit eine Abschwächung oder so-
gar Blockierung der Angiogenese zu bewirken. Für eine antiangiogenetische Therapie bieten sich
Gliome insofern besonders an, da sie zu den bestvaskularisierten menschlichen Tumoren über-
haupt zählen. Mehrere Studien belegen mittlerweile eine erfolgreiche antiangiogenetische Tumor-
therapie bei Gliomen, meist in vitro oder tierexperimentell in vivo (52, 53, 54).
Andere, meist auch eher noch experimentelle Therapieansätze stützen sich auf die Gentherapie,
Immuntherapie, Bor-Neutroneneinfang-Therapie, Photodynamische Therapie (unter Benutzung
von Porphyrinen als „Photosensitizer“) oder die Hyperthermie. Allerdings befinden sich einige von
ihnen mittlerweile schon in präklinischer oder klinischer Erprobung (51, 55, 56, 57).
Insgesamt bieten die angedeuteten neuen Entwicklungen auf dem Gebiet der Mikrochirurgie, der
Strahlentherapie, der Pharmakotherapie aber auch der Gentherapie von Gliomen Anlass zur Hoff-
nung, trotz der nach wie vor infausten Prognose insbesondere der HGG. Neue Therapieansätze
erfordern eine weiterentwickelte Bildgebung dieser Tumoren, nicht nur in der Frühphase der dia-
gnostischen Therapieplanung sondern auch im Rahmen des Monitoring des Therapierfolges.
1. 2. Konventionelle MR-Bildgebung
1.2.1. MR-Morphologie von Gliomen
Als 1972 auf einer Pressekonferenz der Firma EMI erstmals Untersuchungsergebnisse mit der
von Godfrey Newbold Hounsfield entwickelten Computertomographie vorgestellt wurden, war eine
neue Ära in der Diagnostik intrakranieller Raumforderungen angebrochen. Erstmals war es da-
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durch möglich geworden, Hirngeschwülste in vivo direkt bildhaft darzustellen, während sich diese
mit den zuvor angewandten Methoden wie Ventrikulographie, Echoenzephalographie oder zere-
braler Angiographie nur indirekt erfassen ließen.
Die später eingeführte magnetische Resonanztomographie (MRT) nutzte ein anderes physikali-
sches Messverfahren als die Computertomographie und erbrachte, neben der Möglichkeit der
multiplanaren Abbildung einer Raumforderung in allen 3 Ebenen, im wesentlichen eine bessere
Gewebedifferenzierung durch bessere Weichteilkontraste. Mit der CT, insbesondere aber der MRT,
war realisiert worden, Gliome z.T. auch schon in einem frühen Stadium mit einer hohen Präzision
zu erfassen. Insbesondere konnte der Tumor jetzt genau lokalisiert und in Beziehung zu den
umliegenden anatomischen Strukturen gesetzt werden. Radiologische Beurteilungskriterien, wie
die genaue Lagebeziehung des Tumors, die Gewebequalität und die Reaktion des benachbarten
Hirnparenchyms, erlauben in der Synopsis mit wichtigen klinischen Zusatzinformationen
(Erkrankungsalter, Dauer der klinischen Symptomatik, Geschlecht, eventueller Primärtumor) eine
differentialdiagnostische Einordnung.
In der MRT führen Gliome typischerweise zu einer Verlängerung der T1 und der T2 Relaxationszeit
und erscheinen so hypointens in T1-gewichteten, hyperintens in T2-gewichteten und meist ganz
gering hyperintens in Protonen-Dichte (PD)-gewichteten Sequenzen (Abb. 1).
Abb. 1: Glioblastom re. frontal
PDw (a), T2w (b), T1w Präkontrast (c) und T1w nach Gd-DTPA-Gabe (d).
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Diese Signalveränderungen werden hauptsächlich durch vermehrte Gewebsflüssigkeit im Tumor-
gewebe verursacht, in geringerem Maße durch vermehrtes zelluläres Volumen. Sekundäre Ver-
änderungen innerhalb des Glioms wie Blutungen, Zysten, Verkalkungen oder Nekrosen verän-
dern das kernspintomographische Erscheinungsbild im Sinne einer vermehrten Heterogenität des
Tumors. So verändern Tumoreinblutungen, wie sie beim Glioblastom nicht selten vorkommen,
das Erscheinungsbild insbesondere in T1-gewichteten Sequenzen, indem dann vermehrt
hyperintense Areale innerhalb des Tumors zu finden sind. Hypointense Signalveränderungen in
T2-gewichteten Sequenzen andererseits weisen u.a. auf Verkalkungen hin. Spezielle zusätzliche
Sequenzen wie “Inversion-Recovery-Verfahren” (FLAIR, TIRM) oder CISS-Sequenzen tragen im
allgemeinen wenig zur weiteren Charakterisierung der Gliome bei, wenngleich sie im Einzelfall zur
Klärung von morphologischen Details hilfreich sein können. FLAIR-Sequenzen in Kombination mit
KM-Gabe können den Kontrast zwischen Tumor und Hirngewebe verstärken, ein ähnlicher Effekt
wird durch die Anwendung von „Magnetization-Transfer“-(MT)-Technik erreicht (58). Auch MR-
angiographische Methoden (TOF oder PC) geben kaum Zusatzinformationen: Sie ermöglichen
zwar die Darstellung der großen zu- oder abführenden Gefäße, eine Darstellung oder gar Quan-
tifizierung der Tumor-Mikrogefäße erlauben sie nicht (59).
Neben der konventionellen präoperativen MRT wird in neuerer Zeit auch ein intraoperatives MR-
Monitoring in offenen MR-Scannern durchgeführt (60, 61). Diese Methoden ermöglichen dem Ope-
rateur intraoperativ, insbesondere die Radikalität seines Vorgehens zu überprüfen  und zumindest
den Kontrastmittel (KM)-anreichernden Tumoranteil, soweit es die Tumorlokalisation erlaubt, un-
ter direkter, annähernd simultaner MR-Kontrolle komplett zu entfernen. Darüber hinaus stellt die
intraoperative MR-Bildgebung eine Möglichkeit dar, die Neuronavigation zu verbessern, da die
durch die Operation selbst herbeigeführten Veränderungen des Operationssitus (z. B. Hirn-
schwellung) direkt visualisiert werden können, ohne auf präoperative Aufnahmen, welche eine
meist zum intraoperativen Situs abweichende Morphologie aufweisen, angewiesen zu sein. Ins-
besondere die operativ bedingte Manipulation der BHS zieht, im Vergleich zu den präoperativen
Aufnahmen, sowohl wesentliche Änderungen im KM-Anreicherungsverhalten als auch im
Flüssigkeitsgehalt des Hirnparenchyms nach sich.
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1.2.2. Gd-DTPA bei Gliomen
Zusätzliche Informationen über das Gliom werden über die i.v. Gabe von KM gewonnen, wobei
insbesondere der Kontrast zwischen Tumorgewebe einerseits und normalem Hirngewebe ande-
rerseits deutlich verstärkt wird. In der klinischen Routinediagnostik von Gliomen wird nach wie vor
Gd-DTPA  (Magnevist®, Omniscan®, ProHance® u. a.) verwandt. Durch dieses KM wird hauptsäch-
lich der Kontrast zwischen Tumorgewebe einerseits und normalem Hirngewebe andererseits deut-
lich verstärkt. Nach wie vor gilt als grobe Regel, dass Gliome um so mehr Gd-DTPA anreichern, je
maligner sie sind. Allerdings ist diese Regel nicht zuverlässig und für das pilozytische Astrozytom
nicht gültig (s. 1.2.3.). Der Hauptgrund für die stärkere KM-Anreicherung bei malignen Gliomen ist
darin begründet, dass bei HGG die Permeabilität der Gefäße gestört ist. Die erhöhte Vaskularisation
bei den HGG spielt in diesem Zusammenhang eher eine untergeordnete Rolle. Neben der besse-
ren Abgrenzbarkeit eines Teiles des Tumors und gewissen Hinweisen bezüglich seiner Malignität
ermöglicht das KM-Anreicherungsmuster auch, Gliome gegenüber anderen Raumforderungen
innerhalb des Gehirns (andere Tumore z.B. Metastasen oder Abszesse) abzugrenzen. So stellt
sich die Kapsel eines Abszesses – ähnlich dem Glioblastom -  zwar auch als eine deutlich KM-
anreichernde Rundstruktur dar, sie ist jedoch in der Regel dünner und gleichmäßiger konfiguriert
als die Randzone eines Glioblastoms. Dennoch kann im Einzelfall die Differentialdiagnose zwi-
schen diesen beiden Pathologien schwierig sein. Hervorzuheben ist an dieser Stelle auch, dass
es sich bei Gd-DTPA um ein extrazelluläres Kontrastmittel handelt, welches intravenös gespritzt
wird und sich dann im Zellinterstitium in Regionen mit gestörter BHS anreichert. Dieses KM hat
keinerlei zelluläre Spezifität. Es spiegelt somit im wesentlichen die sekundäre Störung der BHS
wider, welche zwar mit dem Gliom in Zusammenhang steht, jedoch nicht unmittelbar mit der Tumor-
ausbreitung gleichzusetzen ist (s. 1.2.3.).
Der Mechanismus der Kontrastmittelablagerung im Zellinterstitium ist dabei komplex und bislang
nicht systematisch untersucht. Nach intravenöser Kontrastmittelgabe gelangt das Kontrastmittel
über die Blutbahn in den Tumor. Inwieweit es den Tumor erreicht, ist u.a. auch davon abhängig,
wie stark der Tumor vaskularisiert ist. Ob das Kontrastmittel anschließend die Gefäße verlässt,
hängt vom Zustand der Blut-Hirn-Schranke/Blut-Hirn-Tumor-Schranke ab. Dabei ist bekannt, dass
die Schrankenstörung bei Gliomen sehr heterogen ist. Innerhalb eines Glioblastoms gibt es z.B.
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Areale mit noch intakter Blut-Hirn-Schranke, während andere Areale bereits gestört sind. Inwie-
weit das Kontrastmittel die Gefäße verlässt und in das Interstitium diffundiert, hängt im wesentli-
chen auch von der Größe des Kontrastmittels ab; je kleinmolekularer das Kontrastmittel, um so
leichter überwindet es die BHS. Daneben dürften aber zahlreiche andere Faktoren bei der letzt-
endlichen Ablagerung des KM im Gewebe eine Rolle spielen, denen bislang, auch bei der Beurtei-
lung der Kontrastierung von Gliomen, allerdings zu wenig Beachtung geschenkt worden ist. Hier
kann hauptsächlich auf die Arbeiten von Jain und Mitarbeitern zurückgegriffen werden, die sich
mit dem Antransport von intravenös oder intraarteriell applizierten Makromolekülen in Tumoren zu
therapeutischen Zwecken (u. a. Applikation von Chemotherapeutika) beschäftigt haben, deren
Ergebnisse aber auch auf diagnostische Pharmaka wie MR-Kontrastmittel übertragbar sind (62,
63, 64,  65). Deren Untersuchungen zeigten, dass bei der Diffusion von Pharmaka in Tumoren der
hydrostatische Druck innerhalb der Blutgefäße im Vergleich zum hydrostatischen Druck in der
Gefäßumgebung eine wesentliche Rolle spielt. Zur Diffusion in das Interstitium ist ein Druckgefälle
notwendig, d. h. der intravaskuläre Druck sollte größer sein als der Druck außerhalb der Gefäße.
Es ließ sich zeigen, dass es in Tumoren Regionen mit einem sehr hohen interstitiellen Druck gibt,
der verhindert, dass solche Makromoleküle in das Zellinterstitium diffundieren („Druckbarriere“).
Während die meisten dieser Untersuchungen tierexperimenteller Art sind, gibt es nur wenige Un-
tersuchungen an humanen Tumoren, die jedoch zu ähnlichen Ergebnissen kommen (66, 67). Die
höchsten interstitiellen Druckwerte ließen sich in der Tumorperipherie gegenüber dem Tumor-
zentrum messen, was zu einer zentripedalen Konvektion der Pharmaka führt. Von Bedeutung
sind diese Untersuchungen auch im Zusammenhang mit der erhöhten Vaskularisation im Rah-
men der Tumorangiogenese. Es werden vermehrt über die Tumorgefäße Pharmaka in den Tumor
transportiert, die auf Grund fehlender venöser Drainage zunächst nicht abtransportiert werden
können, die aber dann, bedingt durch den angesprochenen Druckgradienten von der Peripherie
in das Tumorzentrum gelangen. Von radiologischem Interesse sind in diesem Zusammenhang
erste Beobachtungen von Taupitz und Mitarbeitern, die bei verschiedenen Tumoren (u.a. Leber-
tumoren) in MRT-Spätuntersuchungen (20 Minuten nach i.v. Kontrastmittelinjektion) einen zuneh-
mend breiten hypointensen Saum in der äußeren Tumorzone beobachteten, während zentrale
Tumoranteile hyperintens blieben (68, 69). Dieses Phänomen wurde bisher nur außerhalb des
Gehirns beschrieben und als “peripheral washout“-Phänomen bezeichnet (68, 69). Vergleichbare
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Mechanismen sollten jedoch auch im Gehirn eine Rolle spielen und die Kontrastierung ebenfalls
von Gliomen beeinflussen. Untersuchungen dazu gibt es jedoch nicht. Weitere Faktoren, die ei-
nen Einfluss auf die Kontrastmittelablagerung und die Weiterdiffusion im Zellinterstitium haben
dürften, sind der interstitielle pH sowie der Sauerstoffpartialdruck (pO2) innerhalb des Tumors und
im Bereich der Tumorumgebung (70).
1.2.3. Grenzen der konventionellen MRT
Trotz großem Fortschritt, insbesondere durch die Einführung der MRT, sind einige Aspekte in der
Gliomdiagnostik noch nicht zufriedenstellend gelöst.
Problematisch ist nach wie vor die genaue MR-Darstellung der Gliomrandzone.
Kernspintomographisch besteht ein Gliom aus zwei Fraktionen: der Tumorhauptmasse, welche in
der MRT meist durch den KM-anreichernden Teil repräsentiert wird, und dem infiltrierenden Tumor-
anteil, der sich bisher nicht visualisieren lässt. Obwohl dieser infiltrierende Tumoranteil zur Zeit
nicht therapierbar ist, ist eine genau Visualisierung dieses Tumoranteiles anzustreben: bei der
Bestrahlungsplanung von Gliomen ist die Bestimmung der Größenausdehnung dieses Areals von
Bedeutung, um nicht gesunde Hirnareale unnötig mitzubestrahlen; im Rahmen von funktionellen
MR-Untersuchungen ist die genaue Tumordemarkation von Interesse mit der Frage, inwieweit der
Tumor in funktionell wichtige Hirnareale hinein wächst; auch bei neuen vielversprechenden
Therapieformen (wie zum Beispiel Immuntherapie, Gentherapie und antiangiogenetische Thera-
pie) ist diese Tumorregion von außerordentlicher Bedeutung. Hier gilt es, gerade die infiltrieren-
den Zellen in ihrem Wachstum zu hemmen, da von ihnen das neue Tumorwachstum ausgeht.
Auch in diesem Zusammenhang wäre eine Sichtbarmachung dieser Tumorinfiltrationszone von
Bedeutung. Konventionelle MR-Untersuchungen tragen wenig zur Gliomdemarkation bei: Anhand
von T2-gewichteten MR-Aufnahmen wird die eigentliche Tumorausbreitung meist unterschätzt
(71, 72). Umfangreiche histologisch-kernspintomographische Korrelationen zeigten, dass nach
Gd-DTPA-Gabe die eigentliche Tumorgrenze sowohl innerhalb, meist jedoch außerhalb der
kontrastmittelmarkierten Region liegen kann (73). Auch erhöhte KM-Dosen, wie immer wieder
vorgeschlagen (74, 75) helfen, bei der Definition des exakten Tumorrandes nicht sicher weiter, sie
führen hauptsächlich zu einer Verstärkung des Kontrastes zwischen der Haupttumormasse und
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dem umgebenden Hirngewebe. Letztlich lassen sich mit der MRT Masseneffekt, Ödem und mit
dem Tumor assoziierte Veränderungen darstellen, nicht jedoch die Tumorzellen selbst.
Ein weiteres Problem bei der gegenwärtigen MR-Bildgebung stellt die Tatsache dar, dass nach
wie vor eine genaue Artdiagnose der Gliome in vivo nicht möglich ist. Obwohl wünschenswert, da
mit therapeutischen Konsequenzen verbunden, ist z.B. eine Unterscheidung zwischen einem
Astrozytom und einem Oligodendrogliom nicht-invasiv derzeit nicht möglich. Obwohl z.B.
Verkalkungen in der Regel als ein Hinweis für ein Oligodendrogliom gewertet werden, kann diese
Diagnose letztlich nur über eine bioptische Gewebegewinnung sicher gestellt werden. Die Spezi-
fität der MRT ist diesbezüglich gering. Dies lässt sich in gleicher Weise auf die fehlende  sichere
Abgrenzung von Gliomen von anderen entzündlichen (z.B. Abszessen) oder neoplastischen
intrazerebralen RF (z.B. Metastasen) übertragen.
Ähnliches gilt für das Gliomgrading. Obwohl es gewisse radiologische Kriterien gibt, die eher für
ein malignes Gliom sprechen (unscharfer Tumorrand, Wachstum über den Balken in die kontra-
laterale Hemisphäre, Tumornekrose, erniedrigtes T2-Signal als Hinweis für eine erhöhte Zelldichte
und Pleomorphie), so ist eine Aussage diesbezüglich immer unsicher. Obwohl ein starkes KM-
Enhancement eher für ein malignes Gliom spricht (mit Ausnahme des pilozytischen Astrozytoms
beim jugendlichen Patienten), so korreliert das Ausmaß des Enhancements nicht verlässlich mit
dem Grad der Malignität bzw. der Malignisierung des Tumors. Es wird immer wieder über maligne
Gliome mit absolut fehlender Schrankenstörung und damit ausbleibendem KM-Enhancement be-
richtet und umgekehrt (76, 77, 78).
Mit den eingeschränkten Möglichkeiten bzgl. des Gliomgradings in Zusammenhang stehend sind
mit konventioneller MR-Technik keine spezifischen Informationen zur Gliomvaskularisation erhält-
lich. Die Vaskularisation genauestens bereits in vivo zu monitoren, ist insofern von Bedeutung, da
sie wesentliche Informationen zur Malignität des Tumors liefert und andererseits eine Hilfestellung
bei der Auswahl eines geeigneten Biopsieortes geben kann. Auch bei der Therapiekontrolle spielt
die Gliomangiogenese eine wichtige Rolle, da zahlreiche Therapien auch Einfluss auf die
Gliomvaskularisation haben (bestimmte Formen der Chemotherapie, Strahlentherapie. u.a.).
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Nach erfolgter Operation oder Strahlentherapie eines Glioms finden sich häufig KM-Anreicherungs-
muster, die eine Differenzierung zwischen operationsinduzierten reaktiven Veränderungen/Radio-
nekrose und Rest/Rezidivtumor nicht ermöglichen. Häufig kann eine Klärung dieser Frage nur
durch weitere MR-Verlaufsuntersuchungen erzielt werden, oder aber es wird versucht mit ande-
ren Methoden (z.B. PET) diese Frage zu beantworten.
Und nicht zuletzt sind mit der konventionellen MRT zwar hochaufgelöst morphologische Daten
über den Tumor und die Tumorumgebung erhältlich, funktionelle Informationen zur Tumorbiologie
(z.B. zur Genregulation, zum Wachstumsverhalten oder zur Tumorimmunologie) können daraus
jedoch nicht spezifisch entwickelt werden.
In den letzten Jahren ist die konventionelle MRT durch neue Techniken erweitert worden, die auch
bei der MR-Bildgebung der Gliome z. T. von großer Bedeutung sind.
1. 3. Perfusions MRT
Insbesondere die Entwicklung von schneller MR-Bildgebung, aber auch die Anwendung von ver-
schiedenen MR-Kontrastmitteln unterschiedlichen Molekulargewichtes erlaubt eine genaue Ana-
lyse der vaskulären Eigenschaften von Gliomen.
Mit konventioneller MR-Bildgebung kann, wie schon angesprochen, die Tumorneovaskularisation
von Gliomen bisher nicht zufriedenstellend dargestellt werden. Obwohl die MRT die höchste
Kontrastauflösung besitzt, ermöglicht sie kaum  Aussagen zur Vaskularisation eines Tumors: die
genaue örtliche Verteilung der Gefäße innerhalb des Tumors, die Differenzierung zwischen er-
höhter Tumorvaskularisation und gesteigerter Gefäßpermeabilität, die Entwicklung der
Neovaskularisation im zeitlichen Verlauf der Gliomprogression, das Tumorgrading (basierend auf
der Tumorvaskularisation) und das Verhalten der Tumorangiogenese nach therapeutischen Maß-
nahmen sind bisher nicht ausreichend zu beurteilen. Auf Grund ihrer Schlüsselfunktion bei der
Gliomentstehung einerseits und der neuen qualitativen und quantitativen MR-Möglichkeiten zur
Visualisierung des Blutflusses andererseits drängt sich die Tumorneovaskularisation für eine grund-
legende Spezifizierung der Bildgebung von Gliomen auf.
Vielversprechend in diesem Zusammenhang sind Entwicklungen in den letzten Jahren, bei denen
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die konventionelle MR-Bildgebung, die eine ausschließliche Beurteilung der Tumormorphologie
erlaubt, um eine funktionelle Komponente erweitert wird. Die Perfusions MRT basiert darauf, dass
zeitliche Veränderungen des MR-Signals mit geeigneten schnellen MR-Sequenzen erfasst wer-
den können. Da die Kinetik der Signalveränderungen auch Rückschlüsse auf die Mikrozirkulation
innerhalb des untersuchten Gewebes zulässt, ermöglichen solche Methoden somit auch eine
MR-tomographische Funktionsdiagnostik. Voneinander abgegrenzt werden muss die dynamische
perfusionsgewichtete MR-Bildgebung (dMRT) nach Gabe eines paramagnetischen KM von der
Spin-Labeling-Technik.
Perfusionsgewichtete MR-Bildgebung (dMRT) beruht darauf, dass die Signaländerung durch ein
als Bolus injiziertes MR-Kontrastmittel mit Hilfe von schnellen Sequenzen (Echo-planarer
Bildgebung, EPI; FLASH; U-FLAIR) ausgewertet wird. In einem ersten Schritt wird zunächst die
Signaländerung vor, während und nach Applikation des KM-Bolus gemessen, hierfür werden schnel-
le Messsequenzen mit Aufnahmezeiten im Bereich von wenigen Sekunden pro Bild angewandt.
Es werden sowohl T1-gewichtete Sequenzen benutzt, die die temporäre Signalerhöhung infolge
des KM-bedingten Relaxationseffektes messen (79), als auch T2-gewichtete Sequenzen, die die
Signalverluste während der KM-Passage auf Grund der Suszeptibilitätsunterschiede zwischen
Gefäßraum und Umgebungsgewebe erfassen (79a). In einem zweiten Schritt müssen die gemes-
senen Signal-Zeit-Verläufe in Konzentrations-Zeit-Verläufe umgerechnet werden, da die Konzen-
tration des applizierten KM nicht direkt (wie bei nuklearmedizinischen Verfahren)  gemessen, son-
dern nur im zeitlichen Verlauf ermittelt werden kann. In einem dritten Schritt werden dann diese
Konzentrations-Zeit-Verläufe mittels geeigneter Modelle zur KM-Kinetik weiter analysiert (Über-
sicht über die Methodik der perfusionsgewichteten MR-Bildgebung der Mikrozirkulation bei 80).
Mit diesen Methoden lassen sich im wesentlichen drei Parameter der Mikrozirkulation darstellen:
das regionale Cerebrale Blut-Volumen (rCBV), der regionale Cerebrale-Blut-Fluss (rCBF) und die
regionale Capilläre-Permeabilität (rCP). rCBV ist definiert als das vom Blut durchflossene Gefäß-
volumen (in ml) in einem Voxel dividiert durch die Gewebemasse (in g) innerhalb dieses Voxels.
rCBF ist definiert als die Menge an Blut (in ml), die pro Zeiteinheit (in ml) durch ein Voxel strömt,
dividiert durch die Masse des Gewebes (in g) im betrachteten Voxel. Dem entsprechen, auf das
Tumorgewebe bezogen, das regionale Tumor-Blut-Volumen (rTBV) und der regionale Tumor-Blut-
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Fluss (rTBF). Mittlerweile wurden diese Parameter in zahlreichen Studien an Tumoren unterschied-
lichster Art sowohl tierexperimentell als auch an Tumorpatienten untersucht (81, 82, 83, 84). Ba-
sierend auf der mathematischen Berechnung von rTBV und rCP lassen sich für den jeweiligen
Tumor entsprechende „Maps“ erstellen, die die Tumorheterogenität differenzierter erfassen und
sich bei Gliomen deutlich vom Anreicherungsverhalten in konventioneller, Gd-DTPA-verstärkter
MR-Bildgebung unterscheiden (85, 86, 87, 88). So lässt sich mit diesen Methoden quantitativ die
Vaskularisation innerhalb des Glioms bestimmen, es können Regionen erhöhter
Tumorvaskularisation von niedriger vaskularisierten Tumorarealen abgegrenzt werden und es las-
sen sich Areale mit hoher Tumorvaskularisation von Regionen mit durchlässiger Blut-Hirn-Schranke
(BHS) differenzieren (Abb. 2).
Da Gefäßproliferation ein entscheidendes Kriterium beim histologischen Grading von Gliomen ist,
verwundert es nicht, dass solche TBV-Maps eng mit dem Grad der Malignisierung korrelieren. Es
konnte histologisch gezeigt werden, dass frühes Gd-DTPA-Enhancement in dynamischen MR-
Untersuchungen mit der Gefäßdichte in Tumoren korreliert (89). Auch ist die Methode sensitiv
genug, um quantitativ geringste Veränderungen  des Blutvolumens in Tumoren nach Therapie
(z.B. als Folge von Bestrahlung) zu erfassen, wie an niedrig-gradigen Astrozytomen gezeigt wer-
Abb. 2: Astrozytom WHO-Grad IV. Darstellung der Tumorvaskularisation
Berechnung des regionalen zerebralen Blutvolumens (rCBV) mittels dynamischer MR-Bildgebung. Der Tumor re. temporal zeigt im Randbereich
eine deutlich erhöhte Vaskularisation im Vergleich zum umgebenden normalen Hirngewebe. Demgegenüber sind zentrale Tumoranteile
wesentlich geringer vaskularisiert. T2w MRT (a) und Perfusions-Mapping (rCBV) nach paramagnetischer dynamischer Kontrastverstärkung
(b).
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den konnte (90).
Während die Anwendung von Gd-DTPA bei Tumoren mit intakter BHS/BHTS auch für dynamische
Untersuchungen sinnvoll ist, so ist bei malignen Gliomen mit vorwiegend gestörter BHS/BHTS die
Verwendung dieses Kontrastmittels für die Erstellung von TBV-Maps allerdings problematisch. Da
Gd-DTPA ein relativ kleinmolekulares Kontrastmittel (MW: 0,5 kD) ist, verlässt es bei gestörter
BHS sofort den Gefäßraum, so dass selbst die ersten dynamischen Bilder unmittelbar nach Gd-
DTPA-Bolus-Injektion (first pass Effekt) Mischbilder aus noch intravaskulärem und bereits
interstitiellem Kontrastmittel sind.  Ein Nachteil der bisher beschriebenen Methoden zur Ermittlung
des rTBV und der rCP ist auch, dass es sich in der Regel um mathematische Tracer-Kinetik-
Modelle handelt, die meist auf Hochrechnungen von Kompartiment-Modellen beruhen, die äu-
ßerst variabel sein können (91). Bei den meisten Untersuchungen wird ein 2-Kompartiment-Mo-
dell (Intravasalraum vs. interstitieller Raum) zu Grunde gelegt, wobei aber auch andere Modelle
beschrieben sind (92). Die Anwendung von solchen hypothetischen Modellen und die aufwendi-
gen Nachbearbeitungsverfahren dürften der Grund sein, weshalb diese Methoden bisher nur be-
grenzt Eingang in die klinische Praxis gefunden haben und eher Gegenstand von wissenschaftli-
chen Auswertungen waren.
Neue Möglichkeiten in diesem Zusammenhang bieten lang zirkulierende makromolekulare  Kon-
trastmittel, die eine einfachere Differenzierung des intravaskulären gegenüber dem interstitiellen
Kompartiment erlauben. Pharmakologisch handelt es sich um Verbindungen aus Makromolekü-
len (z.B. Albumin, Dextran, Polylysine) und einer unterschiedlichen Anzahl an Gd-DTPA-Konjugaten
(93). Bisher wurden diese am Gehirn hauptsächlich dafür eingesetzt, um die Permeabilität der
Blut-Hirn-Schranke (BHS) experimentell zu untersuchen (94, 95). Die Anwendung von Makromo-
lekülen als Kontrastmittel in Verbindung mit perfusionsgewichteter MR-Bildgebung sollte eine dif-
ferenziertere Darstellung der Tumorvaskularisation auch bei Tumoren mit gestörter BHS (z.B.
malignen Gliomen) erlauben.
Dem Perfusions MRT nach KM-Gabe ist die Spin-Labeling-Technik gegenüber zu stellen, welche
auf der magnetischen Markierung des Blutes basiert, wobei das körpereigene Wasser als frei
diffundierender Tracer dient. KM wird bei dieser Methode nicht appliziert. Bei dieser Technik wer-
den H-Kernspins des körpereigenen Wassers durch Inversion oder Sättigung magnetisch mar-
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kiert. Über eine Betrachtung der zeitlichen Abhängigkeit der Magnetisierung kann der regionale
Blutfluss ermittelt werden. Bei der Spin-Labeling-Methode muss zwischen der ASL (arterial spin
labeling) und der TSL (tissue spin labeling) unterschieden werden. Bei der ASL werden die Spins
der arteriellen Zufuhr kontinuierlich gesättigt, während die Detektion im Gehirn stattfindet (95a).
Bei dem TSL-Verfahren wird das zu detektierende Gewebe direkt invertiert. Die Tatsache, dass
bei den Spin-Labeling-Techniken auf den Gebrauch von KM verzichtet werden kann, sollte insbe-
sondere bei den HGG von Vorteil sein, da mit solchen Methoden die Probleme bei der Analyse der
Tumorvaskularisation, die durch eine Tumor-bedingt gestörte BHS/BHTS entstehen, umgangen
werden können. Ein wesentlicher limitierender Faktor bei den Spin-Labeling-Techniken ist das
nach wie vor unzureichende Signal/Rausch-Verhältnis. Systematische Untersuchungen von Glio-
men mit diesen Techniken existieren derzeit allerdings noch nicht.
1. 4. Diffusions MRT
Die MR-Diffusionsbildgebung (DWI) basiert darauf, dass die MRT eine sehr hohe Sensitivität für
Molekularbewegung aufweist. Mittels DWI lässt sich die normale Diffusion von Wasser innerhalb
von Gewebe messen, wobei als Diffusion die regellose Bewegung von Molekülen gemeint ist,
auch als “Brownsche Molekularbewegung” beschrieben. Diffusion führt insgesamt zu einer Re-
duktion der Signalintensität in allen MR-Sequenzen, während sich verminderte Diffusion als
hyperintens bemerkbar macht. Der Grad der Diffusion lässt sich durch den “apparent diffusion
coefficient” (ADC) quantifizieren. Innerhalb des Gehirns weist der Diffusionskoeffizient interindividuell
keine sehr große Variabilität auf. Im allgemeinen ist in der grauen Substanz die Diffusion ungefähr
2,5-mal geringer als die von Wasser. In der weißen Substanz  ist der Diffusionskoeffizient dann
deutlich erniedrigt, wenn die Myelinfasern senkrecht zum Diffusionsgradienten verlaufen. Ganz
allgemein spielt die Myelinisierung der weißen Substanz in Diffusionsrichtung eine große Rolle
und beeinflusst wesentlich die ADC-Werte.
DWI ist klinisch mittlerweile in der Frühdiagnostik von zerebraler Ischämie eine etablierte Metho-
de. Zu einem Zeitpunkt, wo die meisten anderen bildgebenden Methoden noch unauffällig sind,
lassen sich Hirninfarkte mittels MR-Diffusionsbildgebung hyperintens mit einer Erniedrigung des
Diffusionskoeffizienten (ADC-Wertes) darstellen. Hintergrund der ADC-Änderungen ist u.a. die
intrazelluläre Wasserakkumulation (“zytotoxisches Ödem”) als Folge der Energiestoff-
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wechselstörung im Rahmen stattgehabter Ischämie.
Nur wenige Untersuchungen stellen bislang DWI bei Gliomen in den Vordergrund. Unter Benut
zung einer Multi-Slice-EPI-Sequenz ist eine Korrelation des Gradings mit den ADC-Werten
beschrieben: Danach sind die ADC-Werte in HGG signifikant höher als in LGG (96). Erklärt wird
dies mit der erhöhten Zelldichte in HGG, welche die Diffusion von Wasser beeinträchtigt. Mögli-
cherweise eröffnen sich hier Wege, über die mit solchen Diffusions-gewichteten Aufnahmen die
Tumorareale charakterisiert werden können, die die höchste Zelldichte besitzen. Dies könnte z. B.
Konsequenzen für die Auswahl eines geeigneten Ortes im Rahmen einer stereotaktischen Biopsie
haben. In einer anderen Studie wurden ADC-Werte von zerebralen Metastasen als signifikat hö-
her beschrieben als in HGG, was zur differentialdiagnostischen Abgrenzung dieser Läsionen von-
einander dienen könnte (97). Eine weitere Anwendung könnte diese Methode in der Differential-
diagnose zwischen einem Glioblastom und einem Abszess erfahren: Während sich das Glioblastom
in der Regel hypointens darstellt, leuchtet der Abszess stark hyperintens in der DWI auf (98). Der
dem zu Grunde liegende Mechanismus ist noch nicht eindeutig geklärt. Auch die Anwendung von
DWI zur Beurteilung der Therapieansprache bei Chemotherapie von experimentellen Hirntumo-
ren ist beschrieben (99). Insgesamt repräsentieren diese Untersuchungen jedoch eher singuläre
vorläufige Ergebnisse. Während bei der zerebralen Ischämie die MR-Diffusionsbildgebung ein
nicht mehr wegzudenkender Bestandteil in der Frühdiagnostik von Infarkten geworden ist, ist die
letztendliche Bedeutung dieser Methode bei der Diagnostik von Gliomen noch nicht vorausseh-
bar, weitere Untersuchungen müssen diese Frage klären.
1. 5. Funktionelle MRT
Während etwa die dynamische Abbildung von Vaskularisationsparametern bei Hirntumoren eben-
falls funktionelle Informationen liefert, so wird gewöhnlich unter dem Begriff „funktionelle
Magnetresonanztomographie“ (fMRT) im engeren Sinne die Darstellung von Signaländerungen
im Gehirn verstanden, welche infolge definierter Aktivierungen des zerebralen Kortex durch äuße-
re Reize auftreten bzw. welche durch eigene Aktivitäten der untersuchten Person hervorgerufen
werden. In diesem Zusammenhang wird davon ausgegangen, dass neuronale Aktivität immer mit
einer Steigerung des Energieverbrauches in Form von Erhöhung des regionalen Blutflusses und
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einer verstärkten Sauerstoffzufuhr verbunden ist. Über eine Messung der Änderung des regiona-
len Blutflusses und des Anstiegs des Sauerstoffgehaltes im Blut lässt sich mittels fMRT indirekt die
neuronale Gehirnaktivität visualisieren: Vermehrtes sauerstoffreiches Oxyhämoglobin und gleich
zeitige Verminderung des Desoxyhämoglobins sind mit einer Verminderung des Unterschiedes
zwischen der Suszeptibilität des Blutes und des umgebenden Gewebes verbunden, so dass sich
mit entsprechenden MR-Sequenzen vermehrtes Oxyhämoglobin im Blut als Signalsteigerung nach-
weisen lässt (100, 101).
In der Diagnostik von Patienten mit Gliomen spielt diese Methode insbesondere in der präoperativen
Vorbereitung von Patienten mit solchen Tumoren eine Rolle. So lässt sich individuell für den Pati-
enten die Beziehung des Tumors zwischen funktionell wichtigen Hirnarealen und dem Tumor selbst
herstellen (Abb. 3).
Am etabliertesten ist die klinische Anwendung dieser Methode bislang bei der Darstellung des
Tumors in der Abgrenzung zum sensomotorischen Kortex (102, 103, 104, 105).
Solche Untersuchungen können präoperativ Informationen zum Risiko der chirurgischen Inter-
vention, was die Gefährdung dieser Hirnareale anbelangt, geben. Neben der Darstellung des
Abb. 3: Glioblastom occipital (Rezidiv). fMRT
Aktivierungsstudie, Bewegung der re. Hand. Die durch den Tumor bedingte BHS-Störung reicht bis knapp an den Gyrus praecentralis
heran, das Ödem reicht darüber hinaus. T2w axiale (a) und T1w axiale fMRT nach paramagnetischer Kontrastverstärkung (b).
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sensomotorischen  Kortex lassen sich aber auch andere kortikale Hirnregionen visualisieren, so-
fern sich geeignete Aktivierungsbedingungen (z. B. visuelle Reize, auditive Reize) schaffen las-
sen und die Gliome in der Nachbarschaft von solchen Hirnregionen wachsen (104, 106).
Eine Darstellung dieser Hirnareale für jeden Patienten individuell ist insofern von Bedeutung, da
z. B. der motorische Kortex durch das Gliom selbst häufig verlagert, aber auch reorganisiert ist
(102, 107, 108). Ein Methodenvergleich für die Darstellung des motorischen Kortex zwischen
offener kortikaler Stimulation während des neuro-chirurgischen Eingriffes und präoperativem Fin-
ger-Tapping mit konsekutiver MR-Visualisierung des Kortex erbrachte eine hohe Konkordanz zwi-
schen diesen beiden Verfahren (107, 109). fMRT bei Gliompatienten ist sowohl bei neurochirurgi-
schen Eingriffen, aber auch im Rahmen von anderen Therapieverfahren (z. B. interstitielle Laser-
Thermo-Therapie) nicht nur in der präoperativen Diagnostik ein interessantes Verfahren, sondern
es kann auch zum intraoperativen Monitoring der neuronalen Aktivität herangezogen werden (108).
Problematisch bezüglich der Durchführung von fMRT bei Gliompatienten ist die Tatsache, dass
die Aktivierung stark von der Kooperationsfähigkeit, insbesondere zur Durchführung komplexer
Finger- bzw. Handbewegungen des Patienten abhängig ist, und diese bei den schwer kranken
und auch häufig bewegungsunruhigen Gliompatienten oft reduziert ist. Immerhin bewegen sich
die Angaben aus der Literatur bzgl. der fMRT-Untersuchungen, bei denen sich aus den genannten
Gründen bei Gliompatienten keine aussagekräftigen Daten erheben ließen, zwischen 8% und
30% (104) (110). Zur Darstellung des motorischen Kortex ist neben der Aktivierung der motori-
schen Handregion auch die Visualisierung des übrigen motorischen Kortex erstrebenswert, was
derzeit technisch eher noch ein Problem darstellt. Auch gibt es Diskussionen bezüglich Interferen-
zen zwischen der durch den Tumor verursachten erhöhten Vaskularisation und der aktivierungs-
bedingten Mehrdurchblutung (108). Nach wie vor ist es auch noch ein ungelöstes Problem, den
Tumor selbst nicht sicher direkt abgrenzen und letztlich nicht eindeutig von dem funktionell ent-
sprechenden kortikalen Areal differenzieren zu können.
1. 6. MR-Spektroskopie (MRS)
Die Protonen-(1H)-MR-Spektroskopie stellt eine Methode dar, mit der eine Vielzahl von Metaboliten
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in vivo im Tumor und in der Tumorumgebung nicht invasiv bestimmt werden kann. Auch andere
Elemente, wie 31Phosphor, 13Kohlenstoff, 23Natrium und 19Fluor wurden ebenfalls angewandt, spie-
len jedoch gegenwärtig in der klinischen Anwendung keine so große Rolle.
Messbare Metaboliten für die Tumordiagnostik sind insbesondere N-Acetylaspartat (NAA), Cholin
(Cho), Myoinositol (MI), Creatinin (Cr), Laktat (La) und Lipide (Li).
Bestimmt werden sowohl die relativen Konzentrationen als auch die Quotienten der
Hauptmetabolite, wobei das Resonanzsignal des Cho bei allen in vivo Untersuchungen die kon-
stante Resonanzlinie bei 3,2 ppm darstellt, mit der andere Metaboliten verglichen werden können
(111, 112). Die gewonnenen Daten können entweder als chemische Spektren innerhalb einer
größeren ROI oder in einem tomographischen Format dargestellt werden, aus denen dann Maps,
basierend auf einzelnen oder multiplen Peaks, erstellt werden (113, 114, 115, 116, 117).
NAA mit einem Resonanzsignal bei 2,0 ppm bezieht sich vorwiegend auf das in Nervenzellen
vorkommende N-Acetylaspartat und gilt daher als neuronaler Marker. Jeder Prozess, der Neuro-
ne zerstört, geht mit einer Reduktion des NAA-Peaks einher. So ist z. B. im Rahmen einer Isch-
ämie NAA deutlich herabgesetzt (118). NAA ist im Neuron mit Glutamat und N-Acetyl-Aspartyl-
Glutamat kolokalisiert; die genaue Rolle, die NAA jedoch im Gehirn spielt, ist bislang nicht voll-
ständig aufgeklärt. In Gliomen ist NAA auf Grund der fehlenden neuronalen Komponente im Ver-
gleich mit normalem Hirngewebe i. d. R. um 40 – 70 % herabgesetzt, unabhängig vom Tumorgrading
(119). Der NAA-Cho-Quotient ist im LGG geringer als im HGG herabgesetzt (116, 120). In Tumo-
ren außerhalb des Gehirns ist NAA überhaupt nicht zu finden (121). Auch in der das Gliom umge-
benden Ödemzone wurde NAA als bis zu 50 % reduziert beschrieben (122).
Der Peak des Resonanzsignals von Cho bei 3,2 ppm setzt sich vorwiegend aus
Glycerophosphocholin (GPC), Phosphocholin (PC) und Phosphatidyl-Cholin (PPC) zusammen.
Cho spielt eine wesentliche Rolle beim Phospholipid-Stoffwechsel von Zellmembranen. Zahlrei-
che Studien zeigten ein deutlich erhöhtes Cho bei LGG, was im Zusammenhang mit der gestei-
gerten Zellmembran-Phospholipid-Synthese im Rahmen der Tumorzellproliferation und des de-
struktiven Prozesses an der Zellmembran erklärt wurde (123, 124, 125, 126). Auch in vitro Analy-
sen von Operationsmaterial mittels MRS bestätigten diese erhöhten Cho-Werte bei niedrig-gradigen
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Gliomen (126, 127, 128). Andererseits zeigen häufig HGG und hier gerade Glioblastome ernied-
rigte Cho-Werte im Vergleich zu LGG (129). Eine Erklärung dieser niedrigen Cho-Werte bei
Glioblastomen wäre das Vorhandensein von nekrotischen Arealen innerhalb dieser Tumoren.
Insgesamt wird die Interpretation der Cho-Werte erschwert und damit die Bedeutung des Cho für
das Grading von Gliomen eingeschränkt, dass immer wieder der Cho/CR-Quotient bei HGG im
Vergleich zu LGG auch als erhöht beschrieben wurde (120, 130). Wird jedoch innerhalb des Cho-
Resonanzsignals noch einmal zwischen GPC, PC und PPC differenziert, so zeichnet sich ab,
dass ein hohes PC als ein Indikator für den Malignitätsgrad gewertet werden kann, da es bei HGG
fast immer deutlich erhöht ist (131). Beim LGG setzt sich das Cho-Signal hauptsächlich aus GPC
mit nur einem geringen Anteil von PC und CHO zusammen. GPC scheint eine wesentliche Rolle
beim Zellmembranabbau zu spielen. Die Bestimmung des Cho kann auch hilfreich bei der Diffe-
renzierung zwischen Tumorrezidiv und Strahlennekrose sein. Regionen mit hohem Cho-Signal
repräsentieren ein Tumorrezidiv, während niedrige Cho-Werte Nekrose nach Bestrahlung anzei-
gen (114). Problematisch und diagnostisch kaum zu differenzieren sind die Fälle, bei denen eine
Koexistenz von nekrotischen Arealen und Tumorrezidiv innerhalb desselben Tumors herrscht.
Hier kann nicht sicher entschieden werden, wo der Effekt der Strahlentherapie endet und der
Tumor beginnt.
Der Peak des Cr-Resonanzsignals bei 3,03 ppm setzt sich aus Cr, Cr-Phosphat und
Gammaaminobuttersäure zusammen, wobei ein zweiter Cr-Peak bei 3,94 ppm zu finden ist. Die
Analyse des Cr erlaubt insbesondere Aussagen über den energetischen Zustand eines Systems
(132). Typischerweise ist Cr erhöht in hypometabolischen und erniedrigt in hypermetabolischen
Zuständen. Bei Gliomen ist Cr, verglichen mit NAA, i. d. R. nur mäßig erniedrigt. Auch der Cr-Cho-
Quotient fällt mit zunehmendem Malignitätsgrad ab (120).
Der La-Peak ist geteilt und erscheint bei 1,22 ppm und einem zweiten Peak bei 4,1 ppm. Während
der Laktat-Spiegel im normalen Gehirn in der Regel niedrig ist, weist ein erhöhter Spiegel darauf
hin, dass als Zeichen von Hypoxie die normale Atmungskette beeinträchtigt ist (133). Allerdings
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zeigen zahlreiche Studien, dass der Laktat-Spiegel bei Gliomen nicht unbedingt mit dem Grading
der Tumoren korreliert (120, 134). Bei der Differentialdiagnose von Radionekrose und Rezidiv-
tumor weist ein hoher La-Wert eher auf eine Strahlenfolge als auf einen Rezidivtumor hin (114).
Die Protonen von Lipiden haben einen Peak bei 0,8, 1,2, 1,5 und 6,0 ppm. Diese Peaks beinhalten
Methyl-, Methylen- und Vinyl-Protonen von ungesättigten Fettsäuren (121, 135). Sie sind beim
HGG erhöht und spiegeln am ehesten nekrotische Tumorregionen wider (113, 128). Allerdings
kommt es leicht zur Artefaktbildung durch „Voxel-Kontamination“ auf Grund von Fett innerhalb der
Kopfschwarte.
Auch Myoinositol (Resonanzpeak bei 3,56 ppm) wird als ein wichtiger Metabolit zum Grading von
Gliomen beschrieben, wobei der MI/Cr Quotient beim HGG in der Regel erhöht zu sein scheint
(136, 137). Im Gehirn wird MI hauptsächlich in glialen und weniger in neuronalen Zellen gefunden.
Insgesamt stellt die MRS unter der Verwendung von Methoden der komplexen Datenanalyse und
bei Berücksichtigung multipler Stoffwechselparameter eine wesentliche Erweiterung der konven-
tionellen MRT in der Diagnostik von Gliomen dar, wobei sich diese Tumoren ganz allgemein durch
einen niedrigen NAA-Cr-Quotienten und einen erhöhten Cho-Cr und MI-Cr-Quotienten charakte-
risieren und von anderen pathologischen Veränderungen innerhalb des Gehirns unterscheiden
lassen. Daneben kann die MRS aber auch eine Hilfestellung beim Therapiemonitoring von Glio-
men und auch bei Fragen der Differentialdiagnose von Resttumor vs. postoperativen Veränderun-
gen oder auch Rezidivtumor vs. Strahlennekrose geben. Werden die einzelnen Studien bzgl. der
Diagnostik von Gliomen ausgewertet und miteinander verglichen, so sind die Ergebnisse noch
durchaus variabel, insbesondere weil unterschiedliche MRS-Techniken und auch Auswerte-
techniken verwandt werden. Ein großes Handikap der meisten Studien ist auch, dass die „single-
voxel“-Technik angewandt wurde. Die Auswertung eines einzelnen Voxels hat gegenüber der drei-
dimensionalen MRS insbesondere den Nachteil, dass eine solche Technik nicht in ausreichen-
dem Maße der Heterogenität gerecht wird, die bei den meisten Gliomen innerhalb des Tumor-
gewebes existiert (138, 139). Nach wie vor ist auch die MRS eher noch primär von wissenschaft-
lichem Interesse, ohne dass sie bisher – abgesehen vielleicht von wenigen Zentren -  breiten
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Einzug in die klinische Praxis gefunden hat.
1. 7. Nuklearmedizinische Untersuchungsverfahren (PET und SPECT)
Die ersten PET-Untersuchungen an Patienten mit Gliomen reichen bis in die 80er Jahre zurück
(140, 141). Wegen des großen Aufwandes, sowohl apparativ als auch interdisziplinär-personell,
standen zunächst grundlagenwissenschaftliche Untersuchungen im Vordergrund; erst in den letz-
ten Jahren erfolgte zunehmend durch die Etablierung von PET-Zentren auch in der Diagnostik
von Gliomen ein breiter klinischer Einsatz dieser Methode. Annähernd 1000 PET-Radiopharmaka
wurden bislang entwickelt, von denen allerdings nur wenige im praktisch-klinischen Einsatz sind.
Bei Gliomen sind dies zur Untersuchung der Aminosäurenaufnahme und des Proteinstoffwechsels
11C-Methionin und 18F-Thyrosin, zur Quantifizierung des Energiestoffwechsels 18F-Desoxyglukose
(FDG) und zur Perfusionsmessung der Tumorvaskularisation 15O-markiertes Wasser.
Theoretische Grundlage der PET-Untersuchungen ist, dass sich der Stoffwechsel von Hirntumo-
ren vom gesunden Hirngewebe durch eine gesteigerte Glukoseumsatzrate, eine vermehrte Auf-
nahme von Aminosäuren zur Proteinsynthese, aber auch durch eine veränderte Perfusion unter-
scheidet und sich dies mittels PET visualisieren lässt.
Die wesentlichen Einsatzgebiete von PET in der Gliomdiagnostik sind zur Zeit bei
· der Unterscheidung des Tumorrezidivs von der strahleninduzierten Nekrose,
· dem Gliomgrading (Unterscheidung zwischen einem LGG und HGG),
· der Verlaufsbeurteilung eines zunächst niedrig-gradigen Glioms (weitere Entdifferenzierung?),
· der lokalen Abgrenzung und Ausdehnung des Tumors und nicht zuletzt bei
· der Biopsieplanung zur Bestimmung des optimalen Biopsieortes.
Es ist seit langem bekannt, dass Strahlentherapie einen wesentlichen Einfluss auf die Permeabi-
lität der Gefäße hat, d.h. ein Großteil der Gefäße ist nach erfolgter Radiatio in ihrer Durchlässigkeit
beeinträchtigt. Dadurch zeigt sich häufig sowohl in der CT als auch in der MRT KM-anreicherndes,
raumfordernd wirkendes Gewebe, welches dann als Strahlennekrose gewertet wird. Häufig kann
dieses Gewebe nicht sicher von einem Tumorrezidiv unterschieden werden (s. 1.2.3.) Zahlreiche
Untersuchungen beschäftigen sich mit der Anwendung von FDG-PET in diesem Zusammenhang,
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wobei davon ausgegangen wird, dass sich Tumorrezidive frühzeitig über einen Stoffwechselan-
stieg im entsprechenden Areal bemerkbar machen, während dieser bei nekrotischem Gewebe
fehlt. Beim HGG wird bezüglich der Unterscheidung zwischen Tumorrezidiv und Strahlennekrose
eine Sensitivität für die FDG-PET zwischen 80% und 100% in der Literatur angegeben (142, 143).
Bei LGG, wo hinsichtlich der FDG-Aufnahme kein wesentlicher Unterschied zwischen Tumor und
Nekrose existiert, eignet sich FDG weniger. Hier wird der Einsatz von C11-Methionin empfohlen,
da dieser Marker von LGG in höherem Maße aufgenommen wird (144, 145, 146). Allerdings wird
auch die hohe Empfindlichkeit der FDG-PET bei HGG in einigen Untersuchungen relativiert, in
denen die Verlässlichkeit von FDG-PET bei der Differentialdiagnose zwischen Radionekrose und
Rezidivtumor zumindest teilweise in Frage gestellt wird (147, 148). Insbesondere wird die Frage
aufgeworfen, inwieweit nicht die Bestrahlung selbst den Glukosemetabolismus beeinträchtigen
kann, was dann zu falsch positiven Ergebnissen von Radionekrosen führen kann.
Das unterschiedliche Verhalten in der FDG-Aufnahme zwischen LGG und HGG kann auch einge-
setzt werden, um zwischen Gliomen unterschiedlichen Gradings zu unterscheiden. Dies gilt so-
wohl für das primäre Gliomgrading als auch für die Frage, ob ein primäres LGG im Verlauf zu
einem HGG entdifferenziert (149).
Interessant sind auch Untersuchungen, in denen die FDG-Aufnahme mit der Prognose von Glio-
men korreliert wurde. Hier zeigte sich, dass sich unter den Patienten mit einem HGG eine Gruppe
von Patienten mit einer guten Prognose (hypometabolisch, 1 Jahr Überlebenszeit bei 78 %) von
einer Gruppe mit einer schlechteren Prognose (hypermetabolisch, 1 Jahr Überlebenszeit 29 %)
unterscheiden ließ (150). Zu ähnlichen Ergebnissen kommen auch Studien jüngeren Datums, die
den FDG-Score als „Prädiktor“ für das Überleben von Gliompatienten einstufen (151), wobei eine
engere Beziehung der Krankheitsprognose zum FDG-Score als zum histologischen Tumorgrading
beschrieben wurde (141).
Allerdings zeigen auch Untersuchungen, dass die Regel, wonach sich das LGG durch einen
Hypometabolismus auszeichnet, während das HGG durch einen Hypermetabolismus gekenn-
zeichnet ist, nicht immer zuverlässig ist. So werden immer wieder Fälle beschrieben, die von
dieser Regel abweichen und sich dann falsch positive oder negative Ergebnisse ergeben (152,
153, 148). Ein wesentlicher Nachteil auch der FDG-PET ist, dass das normale Gehirn selbst schon
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einen relativ hohen Energieumsatz hat und der Unterschied zu neoplastischem Gewebe eher
gering ist.
Die FDG-Aufnahme innerhalb eines Glioms ist in Abhängigkeit vom Differenzierungsgrad des je-
weiligen Tumorareals heterogen. Dies findet sein histologisches Korrelat z. B. in der Tatsache,
dass neben gut differenzierten Tumorarealen anaplastische Tumorregionen gefunden werden,
wobei sich das histologische Grading grundsätzlich immer nach dem am wenigsten differenzier-
ten Areal richtet. Es ließ sich in dem Zusammenhang zeigen, dass eine Gewinnung von
Biopsieproben zur histologischen Auswertung aus Arealen mit hoher FDG-Aufnahme diagnosti-
sche Aussagen ermöglicht, die eine signifikant günstigere Korrelation zur Überlebenszeit des
Patienten erbringen, als Biopsien rein nach der konventionellen, morphologischen CT/MRT-
Bildgebung (154, 155, 156).
Ein weiterer vielversprechender Ansatz zur Verbesserung der PET-Gliomdiagnostik stellt der Ge-
brauch von Radiopharmaka dar, die in vivo Informationen über die Zellproliferationsrate geben.
Erste vielversprechende Untersuchungen diesbezüglich liegen hierzu mit 11C-Thymidin und 18F-
Desoxyuridin vor (157). 11C-Thymidin ist ein Marker, der zuvor sowohl in Zellkultur- als auch in
tierexperimentellen Untersuchungen angewandt wurde, um die DNA-Syntheserate von Tumoren
zu quantifizieren (158). In einer Untersuchungsserie an allerdings nur 13 Patienten zeigte sich,
dass mit 11C-Thymidin in annähernd 50% der Fälle zusätzliche Informationen zu den FDG-PET
Untersuchungen gewonnen werden konnten. Insgesamt zeigen diese Untersuchungen, dass eine
Analyse der Tumorproliferationsrate auch in vivo möglich ist, wenngleich dies durch weitere Un-
tersuchungen bestätigt werden muss.
Die Single-Photon-Emissions-Computertomographie (SPECT) hat gegenüber PET hauptsächlich
den Nachteil des geringeren Auflösungsvermögens. Ferner steht derzeit für SPECT-Untersuchun-
gen nicht eine vergleichbar große Palette von Radiopharmaka zur Verfügung, auch ist die quanti-
tative regionale Bestimmung von Stoffwechselparametern innerhalb des Glioms mit dieser Metho-
de gegenüber PET eingeschränkt. Der Vorteil dieser Methode liegen darin, dass sie nach wie vor
häufiger verfügbar und billiger in der Anwendung ist. In der Vergangenheit spielte in der Diagnostik
von Gliomen bei den SPECT Untersuchungen vornehmlich 201Tl eine Rolle, wobei diese Methode
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eher beim Grading von HGG verlässlich ist, bei LGG wird über „falsch positive“ Ergebnisse berich-
tet (159).
1. 8. Xenon CT
Ähnlich wie die dMRT erlaubt auch die Xenon-CT (Xe CT) Aussagen zur Vaskularisation von
Gliomen. Xe CT ist eine seit einiger Zeit etablierte Methode, mit der rCBF (Xe CT CBF) und der
Blutgewebeverteilungskoeffizient λ gemessen werden können. Xenon liegt in seiner Atomzahl
benachbart zu Jod, es hat also ähnliche KM-Eigenschaften wie die üblichen in der Computerto-
mographie eingesetzten jodhaltigen Kontrastmittel. Im Gegensatz zu diesen Kontrastmitteln pas-
siert Xenon jedoch frei die BHS. Die Methode beruht darauf, dass ein Xenon-Sauerstoff-Gemisch
während der „Wash-in-Phase“ inhaliert wird, während gleichzeitig die endexpiratorische Xenon-
und CO2-Konzentration aufgezeichnet wird. Beruhend auf den Untersuchungen von Kety und
Schmidt (160) lassen sich aus den gewonnenen Daten rCBF und λ berechnen (161, 162). Ob-
wohl die Xe CT CBF-Messungen schon seit Jahren etabliert sind, gibt es nur wenige Arbeiten, die
sich mit der Anwendung dieser Methode bei Gliomen beschäftigen (163, 164, 165, 166).
Xe CT CBF-Messungen bei Patienten mit Gliomen ergaben einen zu erwartenden niedrigen rCBF
bei NGG und einen deutlich höheren rCBF bei HGG (164). Der rCBF lag bei den Gliomen generell
immer zwischen dem rCBF des Kortex und der weißen Substanz der nicht betroffenen Hirn-
hemisphäre. Dies steht im Einklang mit Messungen an experimentellen Hirntumoren (167, 168)
und menschlichen Gliomen (147, 169) mittels PET. Auch in XeCT CBF-Messungen ließ sich ein
relativ hoher CBF im Kortex der betroffenen Hemisphäre außerhalb der umgebenden Ödemzone
beobachten, was sowohl klinisch als auch tierexperimentell mit anderen Methoden bestätigt wer-
den konnte (168, 170). Interessant in diesem Zusammenhang sind auch Beobachtungen von
Nakagava und Mitarbeitern, die bei Patienten mit HGG - verglichen mit gesunden Probanden -
einen signifikant erniedrigten Blutfluss in der nicht turmortragenden Hemisphäre messen konnten
(164). Dieser Effekt war bei HGG größer als bei LGG. Er wird mit dem im allgemeinen erhöhten
intrakraniellen Druck bei Hirntumorpatienten erklärt (169, 171). Blutflussmessungen bei Patienten
mit Hirntumoren wurden in Vielzahl, insbesondere in den 70er und 80er Jahren mittels PET durch-
geführt (146, 172, 173). Xe CT zeigt jedoch im Vergleich zu den PET-Untersuchungen eine insge-
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samt höhere Auflösung der Tumoren. Nasel und Mitarbeiter verglichen den λ mit dem Xe CT CBF,
insbesondere zur Analyse von Patienten mit Gliomen, welche im CT und/oder MRT keine KM-
Anreicherung zeigten und daher zunächst als niedrig-gradig klassifiziert wurden (165). Die Histo-
logie bei diesen Patienten ergab ein Grading nach WHO von II bis IV, wobei die Autoren zeigten,
dass sich λ signifikant mit dem Grading korrelieren ließ: HGG zeigten ein signifikant erniedrigtes
λ, verglichen mit LGG. Damit bietet die XeCT zumindest Ansätze, bei nicht KM-anreichernden
Gliomen die maligneren Tumoren herauszufiltern. Dass sich auch hinter nicht KM-anreichernden
Läsionen HGG verstecken können ist seit langem bekannt (174). Im therapeutischen Interesse ist
es auch, artdiagnostische Informationen bezüglich eines möglichen Oligodendroglioms zu be-
kommen, da Oligodendrogliome innerhalb der Gruppe der Gliome ein besseres Ansprechen auf
Chemotherapie zeigen (175). Auch dazu leistet Xe CT einen Beitrag, da bei Oligodendrogliomen -
verglichen mit den übrigen Gliomen - signifikant höhere λ-Werte gefunden wurden (165).
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  II.  ZIEL DER ARBEIT
Während die konventionellen Schnittbildtechniken und hier insbesondere die MRT eine hohe Weich-
teildifferenzierung aufweisen, bieten nuklearmedizinische Methoden (PET, SPECT), aber auch
die MR-Spektroskopie zwar funktionelle Informationen zur Tumorbiologie, haben jedoch den Nach-
teil, dass ihr Auflösungsvermögen niedrig ist. Insofern ist die Entwicklung einer Technik, die eine
hohe Gewebeauflösung mit Informationen auf funktionell-zellulärer Ebene verknüpft, erstrebens-
wert.
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, einerseits experimentelle Gliome nach Injektion von Dextran-
Eisenoxidpartikeln näher zu charakterisieren und andererseits Strategien zur Verbesserung der
derzeitigen MR-Diagnostik von Gliomen zu entwickeln. Dies beinhaltet insbesondere Fragen, wie
sich die eigentliche Tumorgrenze spezifischer darstellen lässt und ob sich die Tumorzellen selbst
kernspintomographisch visualisieren lassen, wie sich mit diagnostischen Pharmaka die primär
intakte BHS überwinden lässt und wie sich Parameter der Tumorangiogenese bei Gliomen diffe-
renziert mittels Bildgebung darstellen lassen. Nicht zuletzt steht hinter den Untersuchungen der
Anspruch, die MRT bei der Untersuchung von Gliomen als eine Methode zu etablieren, welche
neben der rein morphologischen Beschreibung der Tumore funktionelle Informationen zur Tumor-
biologie (z. B. Tumorzellphagozytose, Tumorangiogenese) liefert und die es erlaubt, auch neuere
Therapien (z.B. anti-angiogenetische Therapie) nicht-invasiv in vivo zu monitoren.
Dextran-Eisenoxidpartikel wurden für diese Untersuchungen als Modellsubstanz genutzt, da sie
sich auf Grund ihrer hohen magnetischen Potenz mittels MRT in sehr niedrigen Konzentrationen
in vivo nachweisen lassen, sie einen relativ kleinen Durchmesser haben und sich chemisch leicht,
z. B. zur spezifischen Bindung an zelluläre Oberflächenrezeptoren, modifizieren lassen. Für expe-
rimentelle Zwecke sind sie insofern auch gut geeignet, da sie sich mit Eisenfärbungen histolo-
gisch leicht im Gewebe nachweisen lassen; dies erlaubt eine zuverlässige Interpretation der häu-
fig komplexen Signalveränderungen durch Korrelation der MRT mit der histologischen Gewebe-
morphologie. Auch lassen sich diese Partikel leicht mit Immunfluoreszenzfarbstoffen markieren
und eignen sich so besonders auch für in vitro Untersuchungen.
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  III. EXPERIMENTELLE UNTERSUCHUNGEN
 1. Grundlagen
 1. 1. Einteilung  und Wirkungsmechanismus von MR-Kontrastmitteln
In der Anfangszeit der MRT wurde die Anwendung von Kontrastmittel für überflüssig gehalten, da
man annahm, dass die hohen Weichteilkontraste der Methode ausreichend sein würden, um eine
genaue Gewebedifferenzierung  zu ermöglichen. Damals wurde davon ausgegangen, dass über
eine genauere Bestimmung der Gewebsrelaxationszeiten mittels Relaxometrie eine Klassifizie-
rung und ein Grading von Tumoren möglich sein würde. Die erwartete hohe Spezifität der MRT
bestätigte sich in der Folge nicht, was nicht zuletzt die Legitimation für die Entwicklung von Kon-
trastmitteln für die MRT bedeutete. Seit Anfang der 80er Jahre werden MR-Kontrastmittel entwik-
kelt, zunächst mit der Intention einer Verbesserung des Kontrastes zwischen Geweben mit ähnli-
chen magnetischen Eigenschaften. Im Verlauf der Kontrastmittelforschung wurde das Anwen-
dungsspektrum erweitert. Es wurden neue KM entwickelt mit dem Ziel einer spezifischeren Visua-
lisierung der Blut-Hirn-Schranke, der Messung der Organperfusion und der Entwicklung von
zellspezifischen Kontrastmitteln, auch mit der Möglichkeit einer Funktionsbeurteilung des aufneh-
menden Gewebes.
Das Wirkungsprinzip der MR-Kontrastmittel unterscheidet sich wesentlich von anderen in der Ra-
diologie eingesetzten Kontrastmitteln. Die konventionellen Röntgenkontrastmittel bewirken durch
einen hohen Jod- bzw. Bariumanteil eine direkte Abschwächung von Röntgenstrahlen und führen
so zu einer erhöhten Dichte im dargestellten Röntgenbild mit einem entsprechenden höheren
Wert auf der Grauskala des Analogbildes. Im Gegensatz zu den konventionellen Röntgen-
kontrastmitteln führen die MR-Kontrastmittel nicht selbst zu einem Signalwechsel, sondern verän-
dern die Protonenrelaxationen ihrer unmittelbaren Nachbarschaft. Die Grundlagen heutiger MR-
Kontrastmittel wurden bereits 1946 von Bloch gelegt, der damals zeigte, dass
Kernspinrelaxationsprozesse durch paramagnetische Substanzen verstärkt werden können (176).
Später beschrieben Solomon und Bloembergen den relaxationsverstärkenden Effekt von para-
magnetischen Stoffen in Lösungen (177, 178).
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Die Einteilung von KM ist komplex, wobei sie nach
· dem Kompartiment, welches sie markieren (intrazellulär oder extrazellulär),
· ihrem Signalverhalten (positives vs. negatives Signalverhalten) oder
· ihren magnetischen Eigenschaften (diamagnetisch, paramagnetisch, ferromagnetisch, super-
paramagnetisch) erfolgen kann.
Zur detaillierten Erörterung der MR-Kontrastmitteleinteilung sei auf die Arbeit von Enochs (179)
und im deutschsprachigen Raum von Laniado (180) verwiesen.
Legt man die magnetischen Eigenschaften des MR-Kontrastmittels zugrunde, so stellt die magne-
tische Suszeptibilität im Magnetfeld ein wesentliches Charakteristikum dieses KM dar. Als
Suszeptibilität wird das Verhältnis zwischen Magnetisierung und externem Magnetfeld bezeich-
net. Die Art der Magnetisierbarkeit lässt im wesentlichen zwischen zwei Formen von Kontrastmit-
teln unterscheiden,
· den paramagnetischen und
· den superparamagnetischen Kontrastmitteln.
Paramagnetische Substanzen (Gadolinium-Gd3+-, Dysprosium-Dy3+-, Eisen-Fe2+- und Fe3+-, Man-
gan-Mn2+-Ionen) richten sich bei einem äußeren Magnetfeld parallel zu diesem aus, so dass die
Substanz selbst magnetisiert ist (positive Suszeptibilität). Sie sind durch ungepaarte Elektronen-
spins gekennzeichnet. Paramagnetische Substanzen bewirken - abhängig von ihrer Konzentrati-
on - entweder eine Verkürzung der Relaxationszeiten T1 oder T2, allerdings steht in den üblichen
klinisch angewandten Dosen die Verkürzung der T1-Relaxationszeit im Vordergrund. Diese be-
wirkt in T1-gewichteten MR-Aufnahmen eine Signalerhöhung. Solche KM werden daher als “T1-
Kontrastmittel” bezeichnet, die typischen Vertreter sind Gd-DTPA, Gd-DOTA, Gd-BOPTA, Mn-
DPDP. Während paramagnetische Substanzen in SE-Sequenzen kaum einen Einfluss auf die T2-
Zeit haben, tritt dieser bei Anwendung von schnellen GE-Sequenzen stärker in den Vordergrund.
Dies kann für Perfusionsmessungen genutzt werden: Die Gabe eines Kontrastmittelbolus mit fol-
gender hoher KM-Konzentration im Blut bewirkt insbesondere in T2*-gewichteten GE-Aufnahmen
eine deutliche Signalminderung in dem perfundierten Gewebe (181).
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Superparamagnetische Substanzen haben demgegenüber einen wesentlichen Einfluss auf die
T2-Relaxationszeit, indem sie diese signifikant verkürzen. Durch ein deutliches magnetisches
Moment werden lokale Feldinhomogenitäten bewirkt, die Spins werden dephasiert und die T2-
Relaxation wird beschleunigt (182). Bekanntester Vertreter der superparamagnetischen Verbin-
dungen ist das Eisenoxid (Fe3O4). Zwischen solchen Partikeln und dem umgebenden Gewebe
existiert eine große Suszeptibilitätsdifferenz, dies führt zu Magnetfeldgradienten auf mikroskopi-
schem Niveau. Die Diffusion in diese Gradienten mit konsekutiv, irreversiblen Phasenkohärenz-
verlusten führt zusätzlich zu einer beschleunigten T2-Relaxation (183, 184, 185). Super-
paramagnetische Substanzen gelten als „T2-Kontrastmittel“. Allerdings darf dabei nicht verges-
sen werden, dass gerade Eisenoxide auch Einfluss auf die R1-Relaxivität haben. Verglichen mit
den typischen paramagnetischen T1-Kontrastmitteln (Gd-DTPA) ist die R1-Relaxivität immer noch
um den Faktor 2-10 stärker ausgeprägt. Sowohl paramagnetische als auch superparamagnetische
Substanzen richten sich im äußeren Magnetfeld in Feldrichtung aus, wobei dieser Effekt bei Ab-
schaltung des äußeren Magnetfeldes verloren geht, sie haben nicht die Wirkung einer permanen-
ten Magnetisierung.
1. 2. Eisenoxide
1. 2. 1. Allgemein
Als Ausgangssubstanz für die Untersuchungen wurden superparamagnetische Eisenoxide be-
nutzt. Eisenoxide sind eine neue Klasse von MR-Kontrastmitteln, die zunächst zur MR-Darstel-
lung der Leber und Milz sowie später des lymphatischen Systems entwickelt wurden. Dabei wurde
Fe3O4 als Grundsubstanz an Stabilisatoren wie Dextran, Carboxydextran, Albuminpolyäthylenglykol
oder Stärke gebunden (186, 187, 188, 189, 182, 190). Die ersten MRT-Untersuchungen mit die-
sen Kontrastmitteln wurden Ende der 70er Jahre durchgeführt (191). Nach i.v. Injektion akkumu-
lieren Eisenoxidpartikel je nach Größe und Struktur unterschiedlich lang im Blutsystem. Sie wer-
den dann von den ortsständigen Makrophagen des RES in Leber, Milz, Knochenmark und Lymph-
knoten intrazellulär aufgenommen (192, 193). Dies wird für die Diagnostik von neoplastischem
Gewebe in diesen Organen ausgenutzt, da Tumoren diese Partikel nicht aufnehmen und somit
von dem  eisenhaltigen Organgewebe abgegrenzt werden können.
Mittlerweile existieren zahlreiche verschieden Präparationen von Eisenoxiden, von denen einige
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bereits auf dem Markt und im klinischen Einsatz sind. Während ein Teil dieser Verbindungen aus
einem einzelnen Eisenoxidkristall im Zentrum der Verbindung besteht („monokristallin“), enthalten
andere Verbindungen multiple Kristallaggregate (Superparamagnetic-Polycrystalline-Iron-Oxides,
SPIO, AMI-25 und Ultrasmall-Superparamagnetic-Polycrystalline-Iron-Oxides“, USPIO, AMI-227).
Die zur Verfügung stehenden Eisenoxidpartikel unterscheiden sich neben der Beschaffenheit des
Eisenkerns und der umgebenden Hülle insbesondere auch in ihrer Größe voneinander. Während
SPIO einen Durchmesser von > 20 nm haben, ist der Durchmesser von USPIO < 20 nm. Die
Partikelgröße reguliert insbesondere auch die Bluthalbwertszeit, denn die Zirkulation im Blut ist
bei den kleineren Partikeln wesentlich länger (ca. 80 min. bei USPIO), verglichen mit den größe-
ren Verbindungen (ca. 8 min. bei SPIO), in Abhängigkeit von der Spezies (in dem Fall bei der
Ratte).
Klinisch kommen verschiedene Eisenoxidpräparate zur Zeit vor allem in der Leberdiagnostik zum
Einsatz, wo sie zu einer Verbesserung in der Visualisierung von fokalen Leberläsionen führen
(194, 195, 196, 197). Auch in der Milz wurde eine Verbesserung der Sichtbarmachung von Meta-
stasen und Lymphomen beschrieben (198). Mit großen Hoffnungen sind Eisenoxide auch in der
Lymphknotendiagnostik verbunden, wo sie eine Differenzierung von normalen und maligne infil-
trierten Lymphknoten ermöglichen sollen (199). Darüber hinaus sind Eisenoxidpartikel klinisch
auch zur Kontrastierung des Gastrointestinaltrakts untersucht worden (200).
Die Palette der experimentellen Studien, in denen Eisenoxide verwandt wurden, ist groß und kaum
noch überblickbar. Hervorgehoben seien die Untersuchungen, in denen sich verschiedene Zelltypen
(z.B. Tumorzellen und Lymphozyten) in unterschiedlichem Ausmaß mit Eisenoxiden unter in vitro
Bedingungen markieren und anschließend kernspintomographisch visualisieren ließen (201, 202,
203). An einem Orchitismodell konnte gezeigt werden, dass sich in vitro markierte T-Zellen nach
Reinjektion im Entzündungsareal wiederfinden und sich kernspintomographisch in vivo darstellen
lassen (204). Auch Blutmakrophagen lassen sich mit USPIO in vitro markieren (205). Interessant
sind auch Untersuchungen, in denen spezifische Liganden an Eisenoxide zur selektiven Aufnah-
me durch bestimmte Zellen gekoppelt wurden. Bei Kopplung an tumorspezifische Antikörper konnte
ein spezifisches Enhancement der Tumoren mit der größten Anreicherung in der Region der höch-
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sten Tumorzelldichte gezeigt werden (206). Auch die Kopplung von Eisenoxiden an Liganden des
ubiquitären Transferrinrezeptors führte zu einer verstärkten Internalisierung in Tumorzellen mit
einer konsekutiv verbesserten Darstellbarkeit in der MRT (207). Anhand von so markierten USPIO
ließ sich sogar die Expression des Transferrinrezeptors kernspintomographisch analysieren (208).
Eine Kopplung an rezeptorspezifische Liganden steigert neben der Spezifität auch die Menge an
USPIO, welche von den Zellen aufgenommen wird und einen Hauptfaktor zur Visualisierbarkeit in
der MRT darstellt. Dieses Ziel verfolgend konnte die Anreicherung in Lymphozyten durch eine
Konjugation mit dem tat-Protein des HI-Virus auf das Hundertfache des nicht konjugierten USPIO
gesteigert werden (209).
1. 2. 2. Chemische Struktur von MION
In den eigenen Untersuchungen wurde, mit Ausnahme der im Kapitel 7 und 8 beschriebenen
Experimente, als Modellpartikel eine monokristalline Dextraneisenoxidverbindung (MION,
Monocrystalline-Iron-Oxid-Nanoparticle) benutzt, welche im Labor von R. Weissleder in Boston
synthetisiert wurde. Für die Untersuchungen wurde die Charge MION-46 L verwandt. MION wur-
de durch alkalische Präzipitation von bivalentem und trivalentem Eisenchlorid (Sigma, St. Louis)
in Gegenwart von hohen Konzentrationen Dextran (MW 1 kD; Pharmacia, Uppsala, Schweden;
Verhältnis Dextran : Fe2+ : Fe3+ = 39,6 : 1,0 : 2,7) hergestellt. Da für den klinischen Einsatz brauch-
bare Eisenoxide wasserlöslich sein müssen, sind die wasserunlöslichen Magnetite (Fe3O4) und
Ferrite (Fe2MxO4; M = Metallion) nicht brauchbar. MION ist durch ein Eisen : Dextran-Verhältnis (in
Mol) von 80:1 (gewichtsmäßig 27% Eisen und 57% Dextran) charakterisiert. Es besteht aus ei-
nem zentralen Eisenoxidkristall, welcher von einer Dextranhülle umgeben ist. Der Kerndurch-
messer von MION ist 4,6 nm + 1,2 (mittlerer Durchmesser + Standardabweichung), bestimmt
durch Elektronenmikroskopie
(Abb. 4).
42III. Experimentelle Untersuchungen - Grundlagen
Die MION-Präparationen haben eine stabile Dextranhülle, welche sich aus 20 – 30 Molekülen
Dextran zusammensetzt (Abb. 5).
Diese Hülle schirmt den zentralen Eisenoxidkern von der Umgebung ab. Der hydrodynamische
MION-Durchmesser beträgt ca. 20 nm, bestimmt durch dynamische Laserlicht-Streuung.
Abb. 5.: Modell von MION
Die Verbindung besteht aus einem zentralen Eisenkern und einer Hülle aus Dextranmolekülen.
Abb. 4.: Elektronenmikroskopische Aufnahme von MION in Suspension
Jedes Partikel besteht aus einem einzigen Eisen-Kristall mit einem Durchmesser von weniger als 10nm.
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Die verwandten MION-Präparationen hatten eine gering negative Oberflächenladung. Nähere
Details zu der angewandten MION-Präparation sind an anderer Stelle beschrieben (210).
1. 2. 3. Pharmakologische Eigenschaften von MION
Nach i. v. Injektion zirkuliert MION zunächst im Blut, MION-46 L hat bei der Ratte eine Blut-
halbwertszeit von 4,5 hrs. Wie beschrieben akkumulieren die Eisenoxidpräparationen und hier
auch MION in den Organen des RES. Hier erfolgt der Abbau in den Phagolysosomen, anschlie-
ßend wird das elementare Eisen (vergleichbar mit dem Abbaumechanismus des Ferritins) in den
körpereigenen Eisenpool aufgenommen. Studien mit radioaktiv markiertem Fe zeigten, dass nach
7 ds 14% und nach 50 ds 20% des Eisens aus injiziertem MION in Hämoglobin eingebaut sind
(211).
Die Toxizität von Eisen und Eisenabkömmlingen wurde sehr intensiv untersucht. Im Zusammen-
hang mit Eisenoxiden konnte gezeigt werden, dass die für die MR-Tomographie benötigten Dosen
nicht die für den Körper toxischen Dosen erreichen. Die normale Leber enthält 0,2 mg Fe/g Kör-
pergewicht, der gesamte Eisenspeicher beinhaltet ungefähr 3,5 g Fe. Für einen 70 kg schweren
Patienten werden, um für die MR-Bildgebung relevante Konzentrationen zu erreichen, ca. 70 –
140 mg Fe benötigt (212).
Bisher sind keine toxischen Nebenwirkungen oder eine Mutagenität von Eisenoxiden bekannt
(193). Berichtet wird allerdings über kardiovaskuläre Nebenwirkungen, insbesondere über hypotone
Krisen nach schneller Eisenoxidinjektion (189).
1. 2. 4. Magnetische Eigenschaften von MION
Mössbauer-Spektren der verwandten MION-46-Proben zeigten Spektren, welche sich bei abfal-
lender Temperatur vom  paramagnetischen bis hin zum magnetischen Bereich bewegten. Die
Messung der Protonenrelaxation ergab Werte für die R2-Relaxation von 35 (l/mmol s) und für die
R1-Relaxation von 16 (l/mmol s) (gemessen mit 0,47 T bei 37 °C).
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 2. Untersuchungen zur Blut-Hirn-Schranke
 2. 1. Fragestellung
Die BHS ist bei Gliomen in unterschiedlicher Weise beeinträchtigt. Beeinflussende Faktoren sind
u. a. der Grad der Entdifferenzierung, die Gliomart, aber auch die Größe des Tumors. Allerdings
haben gerade die infiltrierenden Tumorzellen fern der Tumorhauptmasse häufig noch eine intakte
BHS und können so normalerweise nach intravenöser Injektion von KM nicht erreicht werden.
In dem Teilprojekt soll die Frage geklärt werden, in welchem Maße KM (hier Eisenoxide) in das
Hirnparenchym mit primär intakter BHS gelangen, nachdem letztere artifiziell hyperosmotisch ge-
öffnet wurde. Ferner soll der Frage nachgegangen werden, was die Nachweisbarkeitsgrenze für
Eisenoxide im Gewebe ist, um diese mittels MRT zu visualisieren, wie sich experimentelle artifizi-
elle BHS-Öffnungen auf die KM-Anreicherung im Gewebe auswirken und zu welchen Signal-
veränderungen dies in der MRT führt. Und nicht zuletzt, ob KM bei geöffneter Schranke von Zellen
des Gehirns aufgenommen wird und, wenn ja, von welchen Zellen.
2. 2. Material und Methoden
2. 2. 1. Modell
Die BHS wurde artifiziell durch Injektion von hyperosmolarem Mannitol in die A. carotis interna
temporär geöffnet, um Eisenoxide über die geöffnete Schranke in das Hirnparenchym zu bringen.
Dazu wurden männliche Sprague-Dawley-Ratten (n = 40) (Charles River Breeding Laboratories,
Wilmington, Mass, USA) mit einem Gewicht von 250 bis 350 g durch eine intraperitoneale Injekti-
on von Phenobarbital (Henry Schein, Port Washington, N.Y.) mit einer Dosis von 65 mg/kg
anästhesiert. Um die BHS einseitig öffnen zu können, wurden Injektionen direkt in die A. carotis
vorgenommen. Dazu wurden die rechte A. carotis externa und interna durch einen zervikalen
ventro-lateralen Hautschnitt freigelegt. Die A. pterygopalatinae und proximale Äste der A. carotis
externa wurden ligiert, ebenso die A. carotis externa 1cm distal der Bifurkation. Ein Yasargil-Klip
wurde temporär am proximalen Teil dieser Arterie angebracht und ein Polyurethan-Katheter (PE
10) eingeführt und fixiert. Nach Entfernung des Klips wurde über diesen Katheter zunächst mittels
eines Perfusors (Harvard Apparatus, South Nantucket, Mass, USA) 25%ige Mannitollösung (1,480
mOsm/l) bei 37° mit einer Flussratte von 0,12 ml/sec über insgesamt 30 Sekunden infundiert.
Unmittelbar nach der Mannitol-Infusion wurde in denselben Katheter MION (25 - 50 mg Eisen
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pro Ratte) injiziert. Bei einem Teil der Tiere war das injizierte MION radioaktiv markiert (111Indium
oder 125Jod). Die applizierte Eisenoxiddosis wurde aus methodischen Gründen so hoch gewählt,
um Signalintensitätsveränderungen zu erzielen, die quantifiziert werden konnten. Nach Enfernung
des Katheters wurde die A. carotis externa ligiert und die Haut verschlossen.
Anschließend wurden die Tiere kernspintomographisch untersucht (s. 2.2.2) und nachfolgend zuerst
mit NaCl und dann mit Phosphat-gepuffertem Formalin perfundiert, um die Eisenoxide in den
Gefäßen zu minimieren. Ein Teil der Tiere (n=5) wurde nicht perfundiert. Insgesamt 20 Tiere wur-
den 7 hrs nach MION-Injektion perfundiert, 12 Tiere 24 hrs nach Injektion, 6 Tiere 3 ds nach
Injektion und 2 Tiere 9 ds nach Injektion. Die Radioaktivität in den entnommenen Gehirnen wurde
mit einem Gammacounter (Wallak; Turku, Finnland) quantifiziert und als Anteil auf die injizierte
Dosis bezogen. Um die geöffnete BHS zu demonstrieren wurde bei 2 ausgewählten Tieren 2 ml/
kg einer 2%igen Evans-Blue-Lösung, die in 0,9%iger NaCl-Lösung aufgelöst war, 5 Minuten vor
Mannitol-Injektion zusätzlich injiziert.
2. 2. 2. MR-Technik
MR-Untersuchungen wurden in vivo (n=15) und ex vivo (n=25) durchgeführt. Für die ex vivo-
Untersuchungen wurden die Gehirne, unmittelbar nachdem sie entnommen worden waren in Pla-
stik-Röhrchen plaziert, die mit Formalin gefüllt waren. Die Tiere wurden unmittelbar vor der Per-
fusion zu den entsprechenden Zeiten im MR untersucht (s. 2. 2. 1). Für die in vivo-MR-Untersu-
chungen wurden die Ratten durch eine intraperitoneale Injektion von Phenobarbital (65mg/kg)
anästhesiert und auf einer Plexiglasplatte fixiert. Die MR-Untersuchungen wurden mit einem 1,5 -
Tesla Magneten (General Electric Medical Systems, Milwaukee, WI, USA) durchgeführt, wobei
eine 3-inch Oberflächenspule benutzt wurde. Es wurden koronare T1-gewichtete SE-Sequenzen
(TR 300 msec, TE 17 msec, 256x192 Matrix, 8 cm FOV, 3mm Schichtdicke), koronare Protonen-
und T2-gewichtete SE-Sequenzen (TR 1500msec, TE 40/80 msec, 256x128 Matrix, 8 cm FOV,
3mm Schichtdicke) und 3D GRE (TR 50 msec, TE 8 msec, Flipwinkel 600 , 256x192 Matrix, 8cm
FOW, 0,7 cm Schichtdicke) gewählt.
2. 2. 3. Histologie
Unmittelbar nach der kernspintomographischen Untersuchung wurden die Tiere mit einer
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Überdosis Phenobarbital getötet und anschließend zuerst mit NaCl (250ml), dann mit gepuffertem
Formalin (250ml, 10%) perfundiert. Die entnommenen Gehirne wurden in Formalin nachfixiert.
Zum Vergleich der MR-Bildgebung mit der Histologie wurden zwei Tiere nicht perfundiert, sondern
durch eine Überdosis Phenobarbital getötet und die entnommenen Gehirne anschließend immers-
ionsfixiert. Die Gehirne wurden mittels Vibratom in Serie in 200 µm dünne Scheiben geschnitten
(Reichert-Jung, Nussloch, Germany). Es wurden entweder Eisenfärbungen nach Perls’ angefer-
tigt (Inkubation in 2% HCl und 2% Potassium Ferrozyanid) oder diese Eisenfärbungen wurden
zusätzlich durch DAB (Inkubation für 30 Minuten in 0,5% Diaminobenzidin (DAB) mit 1% H2O2)
verstärkt. Zur Auswertung auf lichtmikroskopischem Niveau wurden einige Gehirne in Paraffin
eingebettet, in 5 µm dünne Scheiben geschnitten und für Eisen gefärbt.
2. 2. 4. Autoradiographie
5 µm dicke in Paraffin eingebettete Schnitte wurden auf Gelatine-beschichteten Objektträgern
(Baker, Philipsburg, NJ, USA) aufgezogen und mit den üblichen Methoden deparaffiniert. Die Schnit-
te wurden in „Molten Nuclear Emulsion” (NTB-2; Eastmann Kodak, Rochester, NY, USA) bei 42°
getaucht und bei 22° bis 25° C und 70- bis 80-%-iger relativer Luftfeuchtigkeit für eine Stunde in
einer Dunkelkammer getrocknet. Anschließend wurden die Schnitte der Gehirne, welche mit In111-
MION injiziert wurden, für 2 Wochen in einer lichtundurchlässigen Box inkubiert. Nach der Ent-
wicklung (Dektol; Eastman Kodak) wurden die Schnitte lichtgetrocknet und mit Kresyl-Violett oder
Hämatoxilin Eosin für die Lichtmikroskopie gegengefärbt.
Um MION innerhalb des Gewebes zu quantifizieren, wurden Homogenisate von Hirngewebe, wie
anderswo im Detail beschrieben (213), hergestellt. Für diese Homogenisate wurde Hirngewebe
zerquetscht und dann für 2 Minuten bei 13,750g zentrifugiert. Die fetthaltige weiße Substanz, die
nach Zentrifugation an der Oberfläche zu finden war, wurde vernichtet, die übrig gebliebene ho-
mogenisierte Masse wurde dann für die individuellen Standards benutzt. Zur Herstellung dieser
Standards wurden 50 µl des Hirnhomogenisates mit 3 µl von 125Jod-markiertem  MION versehen,
gut durchgemischt und erneut zentrifugiert. Jeder Standard wurde dann in Paraffin eingebettet
und 20 µm dick geschnitten, auf von Gelatine bedeckte Objektträger aufgetragen und für die
Autoradiographie vorbereitet. Die Autoradiographien der Hirnhomogenisat-Standards wurden bei
einer Vergrößerung X 700 digitalisiert, die Körner pro Gesichtsfeld (Gesichtsfeld = 1 mm²) wurden
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anschließend mittels Bildanalyse Software (NIH Image 1.55; National Institutes of Health,Bethesda,
Md, USA) ausgewertet. 5 Messungen wurden an repräsentativen Ausschnitten von jedem Schnitt
durchgeführt; die Ergebnisse wurden gemittelt, um einen endgültigen Wert für die Anzahl der
Körner/Gesichtsfeld zu erhalten. Auf diese Weise wurde für jeden Standard jeweils ein Wert er-
zielt, mit dem anschließend eine Kalibrierungskurve erstellt wurde. Dieser Auswertungsprozess
wurde dann bei den Autoradiographien der experimentellen Hirnschnitte angewandt, die
Kalibrierungskurve wurde benutzt, um die Menge von MION pro Volumen in jedem Schnitt zu
bestimmen.
2. 2. 5. Bildanalyse
Ein wesentliches Ziel war es, die histologischen Schnitte mit den korrespondierenden MR-Bildern
zu korrelieren. Ein Problem hierbei ist die unterschiedliche Schnittdicke und hier insbesondere die
Tatsache, dass die MR-Schichten wesentlich dicker (die Schichtdicke betrug bei der SE-Sequenz
3mm, bei der 3-D GRE-Sequenz 0,7mm) als die histologischen Vibratom-Schnitte (200 µm) sind.
Obwohl die histologischen Färbungen theoretisch auch an den relativ dicken Schnitten durchge-
führt werden könnten, ist diese Methode letztlich nicht anwendbar, da die Färbung bei solchen
Schnitten nicht genug durch das fixierte Gewebe diffundiert und die letztendliche Eisenmenge im
Gewebe unterbewertet wird. Deshalb wurde jede der 15 eisengefärbten histologischen Schnitte
(200 µm) individuell digitalisiert und dann digital virtuell wieder zusammengesetzt. So wurden 3
mm dicke “Maps” erhalten, welche mit dem korrespondierenden MR-Bild korreliert werden konn-
ten. Um die histologischen Schnitte übereinander zu legen, wurden charakteristische anatomi-
sche “Landmarken” markiert und diese Schnitte dann anhand dieser Marken virtuell übereinander
gelegt. Auf diese Weise repräsentiert die histologische “Map” quantitativ eine räumliche Auflö-
sung, welche einem 3 mm dicken MR-Schnitt entspricht.
Die autoradiographischen Bilder wurden in gleicher Weise erhalten und digitalisiert. Die digitali-
sierten Bilder wurden dann in Isotopenkonzentrationen unter Heranziehung der bekannten Stan-
dards umgewandelt. Alle MR-Bilder wurden anschließend analysiert, insbesondere wurden Re-
gionen, welche Eisensignale zeigten, markiert. Die MR-Bilder wurden mit den histologischen Maps
verglichen und die geringste Menge an Eisenoxid bestimmt, welche kernspintomographisch nach-
weisbar war.
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2. 3. Ergebnisse
2. 3. 1. Quantifizierung
Es zeigte sich, dass nach intravenöser Injektion durchschnittlich 0,2 % ± 0,12 des injizierten MION
(0,024 bis 0,25 mg Eisen, entsprechend einem Durchschnitt von 0,071 mg Eisen pro Gehirn), die
osmotisch geöffnete BHS 24 hrs passierten und sich im Gehirn ablagerten. Die semiquantitative
Autoradiographie erbrachte Eisenkonzentrationen zwischen 4,3 mg Fe/mm³ in der BHS-geöffne-
ten Hemisphäre und 0 mg Fe/mm³ in der kontralateralen Hemisphäre. Dies entsprach 860 ng Fe/
mm² in einem 200 µm dünnen histologischen Schnitt. In der SE-Sequenz (1500/40) war die klein-
ste Menge MION, welche im Gehirn kernspintomographisch nachgewiesen werden konnte, 0,77
mg Fe/mm³. Dies entspricht 154 ng Fe/mm² in einem 200 µm dicken histologischen Schnitt oder
2,31 mg Fe in einem 3 mm dicken MR-Schnitt. In der GRE 50/6 -Sequenz (60° Flipwinkel, 700 µm
Schnittdicke) betrug die geringste Konzentration, die mittels MR-Bildgebung nachgewiesen wer-
den konnte, 88,9 ng Fe/mm³. Dies entspricht 17,8 ng Fe/mm² in einem 200 µm dicken histologi-
schen Schnitt oder 62,2 ng Fe/mm² in einer 0,7 µm dicken MR-Aufnahme (225).
2. 3. 2. Korrelation der MR-Bildgebung mit der Histologie
Alle Gehirne zeigten in der T2-Wichtung (SE 1500/40) nach einseitiger BHS-Öffnung und folgen-
der MION-Injektion charakteristische Änderungen der Signalintensität. Das Ausmaß der Verände-
rungen variierte von Tier zu Tier. Bei einigen Tieren zeigten sich nur fokale Signaländerungen in
der ipsilateralen Hemisphäre, bei anderen Tieren zeigten sich in der gesamten Hemisphäre signi-
fikante Signalveränderungen. Die stärksten Signalveränderungen zeigten sich immer kortikal,
subkortikal und im Hirnstamm, wechselnde Veränderungen zeigten sich im Nucleus caudatum
und im Putamen. Keine oder nur geringe Signalveränderungen zeigten sich in einigen Regionen,
wie z. B. dem Corpus callosum. Signalveränderungen in der kontralateralen Hemisphäre, in de-
nen die BHS nicht artifiziell durchbrochen war, wurden gelegentlich im Bereich des Gyrus cinguli,
Thalamus, Corpus callosum und in Teilen des Hirnstammes gefunden, bedingt durch kollaterale
Blutversorgung von der gegenüberliegenden Seite.
Quantitative histologische Maps der räumlichen Eisenoxidverteilung innerhalb des Gehirns korre-
lierten sehr eng mit der MR-Bildgebung (Abb. 6).
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Eine enge Korrelation fand sich aber auch zwischen der Evans Blue-Verteilung am histologischen
Schnitt und den durch Eisenoxide bedingten MR-Signalveränderungen. Entsprechend den Signal-
veränderungen in der MRT wurden die höchsten Eisenoxidkonzentrationen kortikal, subkortikal
und in Teilen des Hirnstammes der ipsilateralen Hemisphäre gefunden mit geringeren Eisenmengen
in den tieferen Hirnstrukturen. So gut wie keine Eisenoxide wurden im Kortex und in den tieferen
Hirnstrukturen der kontralateralen Hemisphäre gefunden. Das beschriebene Muster in der Vertei-
lung der Eisenoxide und auch der entsprechenden Signalveränderungen in der MRT lässt sich mit
der bevorzugten artifiziellen BHS-Öffnung in den Hirnregionen erklären, die eine hohe Blutper-
fusion aufweisen.
Inwieweit die BHS durchbrochen war und sich dementsprechend Eisenoxide im Gehirn anreicher-
ten, variierte von Gehirn zu Gehirn auch bei identischem Untersuchungsprotokoll. Die artifizielle
Eröffnung der Blut-Hirn-Schranke war entweder mehr fokal (n=29) oder diffus (n=11) erfolgt
(Abb. 7).
Abb. 6.: Korrelation der MRT mit dem histologischen Mapping
Gehirn nach experimenteller Schrankenöffnung durch Mannitolinjektion und folgender MION-Applikation in die linke A. carotis interna. Indivi-
duelle Vibratomschnitte (200 µm) wurden für Eisen gefärbt, das Eisen erscheint als dunkelbraunes Pigment (links unten). Eine Serie von
solchen histologischen aneinander gereihten Schnitten wurde digitalisiert und in S/W-Skalen umgewandelt (oben links). Daraus wurde ein
künstliches Projektionsbild gewonnen und dieses mit autoradiographischen Methoden für Eisenkonzentrationen im Gewebe pro mm3 kali-
briert (oben rechts). Dieses Bild entspricht mit 3 mm der Schnittdicke des entsprechenden MR-Bildes. Das MRT (unten rechts, SE 1500 / 40)
korreliert gut mit dem Histologie-Mapping, das Parenchym weist Eisenkonzentrationen von 0 bis 4,3 µg / mm3 auf. Die höchsten Eisen-
konzentrationen lassen sich im Kortex der linken Hirnhemisphäre finden.
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Große Eisenoxidansammlungen und entsprechende Signalveränderungen wurden immer z. B. im
Plexus choroideus oder in der Hypophyse gefunden, hauptsächlich zu erklären mit der in diesen
Regionen fehlenden BHS. Auf zellulärem Niveau wurden Eisenoxide bei erfolgter artifizieller
Schrankenöffnung hauptsächlich in aktivierter Mikroglia, aber auch in Astrozyten und in Neuronen
des Kortex gefunden, wo es sich hauptsächlich im Zytoplasma des Zellkörpers und in Dentriten
befand. (Abb. 8).
Abb. 7.: Formen der BHS-Öffnung
MION-Injektion nach experimenteller BHS-Öffnung. DAB-modifizierte Eisenfärbung eines 150 µm dicken Vibratomschnittes. In der kontra-
lateralen Hemisphäre sind die Gefäße mit Eisen gefüllt (a). In der mit Mannitol injizierten Hemisphäre zeigt sich entweder eine partielle BHS-
Öffnung mit Übertritt der Eisenoxide in das Hirnparenchym (b) oder eine komplette BHS-Öffnung mit ausgeprägter und diffuser Anfärbung
des gesamten Hirnparenchyms mit Eisenpartikeln (c).
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Ferner wurden Eisenoxide zu einem frühen Untersuchungszeitpunkt im Zellinterstitium gefunden,
bei einer späteren histologischen Aufarbeitung nach Injektion ließen sich solche interstitiellen
Eisenoxidansammlungen nicht mehr beobachten.
2. 3. 3. Auswirkung der Pulssequenz auf die Signalintensität
SE-Sequenzen (1500/40) gaben am genauesten den tatsächlichen  Eisenoxidgehalt innerhalb
des Gehirns wieder, demgegenüber tendierten mehr T2-gewichtete SE-Sequenzen (1500/80) zu
einer Überbetonung der Größe dieser Regionen. Im Vergleich dazu zeigten Signalintensitäts-
veränderungen in T1-gewichteten Sequenzen eine charakteristische biphasische Abhängigkeit
von der Eisenkonzentration. Bei lokalen Konzentrationen von weniger als 10 mg Fe/mm² in einem
3 mm dicken Schnitt war die Signalintensität, verglichen zum normalen Gehirn, hyperintens.
Abb. 8.: Intrazelluläre MION-Aufnahme nach BHS-Öffnung
Nach erfolgter BHS-Öffnung werden Eisenoxide im großen Maße von aktivierter Mikroglia aufgenommen (DAB verstärkte Perls-Färbung)
(a). Darüber hinaus zeigen sich Eisenoxide aber auch im geringeren Maße in anderen Zellen, so im Zytoplasma von Neuronen (DAB
verstärkte Perls-Färbung) (b). Dies zeigt sich auch in einer einfachen Perls-Färbung (c) und autoradiographisch durch Aufnahme von 111In-
MION in das Zytoplasma (d).
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Demgegenüber kam es bei höheren lokalen Konzentrationen (>10 mg Fe/mm² in einem 3 mm
dicken Schnitt) zu einer hypointensen Signalintensität, verglichen mit dem normalen Gehirn (Abb.
9 a und b).
Signalveränderungen in 3 D GRE-Sequenzen beanspruchten, sogar bei niedrigen Eisen-
konzentrationen, häufig die gesamte Hemisphäre und führten zu einer deutlichen  Überbetonung
der Größe von Regionen, die histologisch Eisenansammlungen aufwiesen. Dies erklärt sich mit
dem starken Suszeptibilitäts-Effekt von Eisenoxiden („Blooming- Artefakt“) (Abb. 10).
ba
Abb. 10.: Vergleich zwischen einer SE- und einer GRE-Sequenz
Die Signalveränderungen unterscheiden sich in den angewandten Sequenzen. Verglichen mit der durchgeführten Histologie zeigt sich bei
der GRE-Sequenz (rechts) eine deutliche Überbetonung der eigentlichen abgelagerten Eisenoxidmenge im Gewebe („Blooming-Artefakt“).
Die SE-Sequenz (links) entspricht der realen Eisenoxidverteilung.
Abb. 9.: MR-Signalintensitätsänderung als Folge der Eisenoxidkonzentration
Signalintensitätsänderung (in %, X-Achse), Eisenkonzentration (µg Fe/mm3, Y-Achse).In T1w-Sequenzen (SE 300/20) bei niedrigen Eisen-
konzentrationen initialer Signalanstieg, mit zunehmender Eisenkonzentration dann Abfall der Signalintensität. In T2w-Sequenzen (SE 1500/
40) mit zunehmender Eisenkonzentration kontinuierlicher Abfall der Signalintensität sogar bei niedrigen MION-Konzentrationen (a). In T1w-
Sequenz (SE 300/17) zeigt die BHS-geöffnete linke Hemisphäre bei niedrigen Eisenkonzentrationen eine erhöhte Signalintensität (links),
eine erniedrigte Signalintensität bei höheren MION-Konzentrationen (rechts) (b).
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Allerdings sind GRE-Sequenzen insbesondere dann sehr nützlich, wenn es darum geht, die klein-
sten  Eisenoxidansammlungen innerhalb des Gehirns nachzuweisen.
2. 3. 4. Zeitlicher Verlauf der Signalveränderungen und der Eisenoxidablagerungen
Die Experimente wurden 7 hrs (n= 20), 24 hrs (n= 12), 3 ds (n= 6) und 9 ds (n= 2) nach artifizieller
Öffnung der BHS durchgeführt. Bei allen Tieren, die kernspintomographisch 7 hrs nach Öffnung
der BHS untersucht wurden, waren die Signalveränderungen identisch mit denen, welche 24 hrs
nach BHS-Durchbrechung untersucht wurden. 7 hrs nach Eröffnung der Blut-Hirn-Schranke wa-
ren noch große Eisenoxidansammlungen in den Blutgefäßen sowohl der geöffneten als auch der
nicht geöffneten Hemisphäre zu finden. Bei den Tieren, die 3 ds nach erfolgter Schrankenöffnung
und MION-Injektion untersucht wurden, zeigten sich nach wie vor Signalveränderungen, wenn-
gleich diese Signalveränderungen deutlich schwächer als nach 24 hrs waren. 9 ds nach MION-
Injektion konnten keine signifikanten Signalveränderungen mehr beobachtet werden (Abb. 11).
Auch histologisch ließ sich 9 Tage nach Eisenoxidinjektion, außer in den Regionen, welche
physiologischerweise hohe Eisenkonzentrationen besitzen (Globus pallidum, Substantia nigra und
Nucleus dentatus), kein Eisen mehr nachweisen.
Abb. 11.: Zeitverlauf der Signalveränderungen
12 Stunden nach erfolgter BHS-Öffnung mit folgender MION-Injektion zeigen sich ausgeprägte Signalveränderungen in der linken Hemi-
sphäre (links), nach neun Tagen sind keine Signalveränderungen mehr zu erkennen (rechts).
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2. 3. 5. Vergleich der in vivo mit der ex vivo MR-Bildgebung
MR-Bildgebung wurde sowohl ex vivo (n=25) als auch in vivo (n=15) durchgeführt, wobei die
Signalveränderungen zwischen diesen beiden Modalitäten ähnlich waren.
Die ex vivo Bildgebung resultierte in einer besseren Demarkation der Regionen mit Eisenoxidab-
lagerungen. Die schärfere Demarkierung der Regionen mit abgelagerten Eisenoxiden lässt sich
durch die fehlenden Suszeptibilitätsartefakte des Knochens, die fehlenden Bewegungsartefakte
und durch die Möglichkeiten, Signale durch längere Untersuchungszeiten zu erhöhen, erklären.
Bei den in vivo Untersuchungen war die Unterscheidung zwischen grauer und weißer Substanz
wesentlich deutlicher, hauptsächlich bedingt durch die unterschiedliche zerebrale Perfusion in
diesen Hirnarealen (Abb. 12).
2. 4. Diskussion
Die Ergebnisse zeigen, dass die Eisenoxidverbindung MION über eine geöffnete BHS transpor-
tiert werden kann, dass MION dann nicht nur extrazellulär abgelagert, sondern größtenteils von
aktivierter Mikroglia, in geringerem Maße aber auch von Astrozyten und Neuronen aufgenommen
wird und dass die hervorgerufenen Signalveränderungen in der MRT (insbesondere bei
Abb. 12.: Vergleich zwischen in vivo- und ex vivo-MRT nach BHS-Öffnung
Die rechte Reihe zeigt die ex vivo MRT, die linke Reihe die in vivo MRT (oben T1w, unten T2w). Hauptsächlich bedingt durch die fehlende
Blutzirkulation zeigen sich bei den ex vivo MR-Untersuchungen weniger anatomische Details. Andererseits ist die Demarkierung des eisen-
bedingten Signalverlustes ex vivo stärker ausgeprägt.
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SE-1500/40-Sequenzen) sowohl in der Sensitivität, als auch in der Verteilung mit histologischen
Eisenoxid-Maps korrelieren. Auch ließ sich zeigen, dass die Nachweisbarkeitsgrenze, um Eisen-
oxide mittels MRT zu visualisieren, bei ungefähr 62,2 ng Eisen/mm³ unter Verwendung einer 3D-
GRE-Technik liegt. Die MION-Ablagerung/-Anreicherung innerhalb des Gehirns zeigte ein cha-
rakteristisches Erscheinungsbild mit hoher Akkumulationen hauptsächlich in der Hemisphäre, in
der die BHS artifiziell geöffnet worden war, und hier besonders in den Regionen des höchsten
zerebralen Blutflusses (Kortex).
Um Tumorgewebe mit spezifischen Kontrastmittelkonjugaten zu erreichen, ist eine Überwindung
der BHS/BTS notwendig. Diese ist bei Tumoren unterschiedlich durchlässig und variiert auch in-
nerhalb des einzelnen Tumors. Malignität, Tumorart und Größe des Tumors sind beeinflussende
Parameter. Zur Überwindung der BHS/BTS bieten sich im wesentlichen drei Möglichkeiten:
a.) Injektion der Konjugate direkt in die Tumormasse,
b.) artifizielle temporäre BHS-Öffnung,
c.) Rezeptor-vermittelter Transport.
Die artifizielle osmotische Öffnung der BHS mittels hypertoner Lösungen wie Mannitol ist eine gut
etablierte Methode, die gelegentlich auch klinisch meist zur Verabreichung von therapeutischen
Pharmaka (z. B. Chemotherapie bei Hirntumoren) eingesetzt wird. (215, 216). Mannitol bewirkt
temporär eine hyperosmotisch bedingte Schrumpfung der Gefäßendothelien und damit eine ver-
mehrte Permeabilität durch die Gefäßendothelien. Diese osmotische Schrankenöffnung ist tem-
porär, sie hat ihren Höhepunkt ca. 15 Minuten nach Mannitol-Injektionsbeginn und ist 2 hrs nach
Injektion beendet (217). Die vorliegenden Ergebnisse bestätigen, dass eine solche temporäre
BHS-Öffnung geeignet ist, um auch diagnostische Pharmaka, wie Eisenoxide (MION, 20 nm im
Durchmesser) in das Hirnparenchym zu transportieren. Erstaunlich ist jedoch, dass trotz direkter
Injektion in die Arteria carotis nur 0,2 % der injizierten Dosis letztlich im Gehirn nachgewiesen
werden konnten. Die quantitative Verteilung der Eisenoxide im Hirnparenchym korreliert dabei
weitgehend mit der zerebralen Durchblutung. Stark vaskularisierte Gebiete wie der zerebrale Kor-
tex zeigen eine wesentlich höhere Eisenoxidaufnahme, verglichen mit nicht so stark vaskularisierten
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Regionen, z. B. der weißen Substanz. Ist MION über die BHS in das Hirnparenchym gelangt, so
wird es im wesentlichen von aktivierter Mikroglia intrazellulär aufgenommen. Dass die Öffnung
der BHS zu einer Aktivierung von Mikroglia und damit Umwandlung der ruhenden Mikroglia in eine
phagozytotisch aktive Zelle führt, ist bekannt (218). Neben der intrazellulären Aufnahme in Mikroglia,
lässt sich intrazellulär Eisenoxid jedoch auch in geringerem Maße in Neuronen und Astrozyten
finden, wobei es ausschließlich im Zytoplasma der Zellen zu finden ist. Dies steht im Einklang mit
Hinweisen darauf, dass der Eisenoxidkatabolismus innerhalb der Zelle im lysosomalen
Kompartiment der Zellen stattfindet (219), ähnlich dem bekannten Abbauweg für zerebrales Eisen
(220). Auch die Tatsache, dass 9 Tage nach der experimentellen Schrankenöffnung mit folgender
intraarterieller MION-Injektion nur mehr geringste Eisenoxidmengen im Gehirn nachweisbar sind,
spricht für einen sehr effektiven katabolen Abbau.
Die MR-Morphologie des Gehirns nach experimenteller Schrankenöffnung und intraarterieller MION-
Injektion ist komplex und abhängig von der MION-Konzentration, der angewandten Pulssequenz
und dem Zeitpunkt der Untersuchungen in Bezug zur MION-Injektion. Die MION-Konzentration im
Blut erklärt sich aus den pharmakokinetischen Daten, der zerebralen Hämodynamik und der Pa-
thophysiologie der BHS. Zu dem frühesten Untersuchungszeitpunkt nach MION-Injektion (7 hrs)
fanden sich noch große Mengen von Eisenoxiden im Blut (die Bluthalbwertszeit für MION beträgt
ca. 4,5 hrs). Die Signalveränderungen zeigten sich zum größten Teil in der ipsilateralen Hemi-
sphäre mit nur diskreten Veränderungen in der kontralateralen Hemisphäre, bedingt durch die
bekannt starke Kollateralisierung bei der Ratte. Die größten Signalveränderungen zeigten sich in
den kortikalen und subkortikalen Strukturen, bedingt durch die relativ hohe Perfusion in diesen
Gebieten, geringere Signalveränderungen ließen sich in weniger gut perfundierten Regionen der
weißen Substanz nachweisen. 24 hrs nach MION-Gabe (entsprechend mehr als 5 Blut-
halbwertszeiten von MION) waren die Signalveränderungen davon abhängig, welche Pulssequenz
gewählt wurde. Am dichtesten mit der Histologie korrelierten Protonen-gewichtete Sequenzen
(SE-1500/40). Mit dieser Sequenz stellten sich die Eisenoxide hypointens dar, dadurch war die
Interpretation dieser Bilder einfach. Im Gegensatz dazu zeigten die T1-w Sequenzen (SE-300/17)
einen charakteristischen biphasischen Verlauf hinsichtlich der Signalintensität mit hohen
Signalintensitäten bei niedrigen Eisenkonzentrationen (> 10 mg Fe/mm² in einer 3 mm dicken
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Schicht) und niedrigen Signalintensitäten bei hohen Eisenkonzentrationen (< 10 mg Fe/mm² in
einem 3 mm dicken Schnitt). 3D-GRE Sequenzen betonen deutlich den wahren Gehalt an Eisen-
oxiden über („Blooming“).
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 3. MR-Bildgebung von experimentellen Gliomen
 3. 1. Fragestellung
In dem vorliegenden Teilabschnitt soll die Frage geklärt werden, wie sich experimentelle Gliome
nach intravenöser Eisenoxidgabe kernspintomographisch darstellen lassen und was das
histomorphologische Korrelat dieser Signalveränderungen ist. Darüber hinaus soll untersucht wer-
den, wie sich diese Signalveränderungen im zeitlichen Verlauf entwickeln; ferner soll die Eisen-
oxid-Schwellendosis ermittelt werden, die ausreichend ist, um mit geeigneten Sequenzen noch
Signalveränderungen im Tumor hervorzurufen.
3. 2. Material und Methoden
3. 2. 1. Modell
Männliche F-344-Ratten (n=13, Charles River Breeding Laboratories, Wilmington, MA, USA) mit
einem Gewicht zwischen 200-300 g wurden mit Phenobarbital (65 mg/kg; Henry Schein,Inc., Port
Washington, NY, USA) anästhesiert und in einem stereotaktischen Rahmen (David Kopf Instru-
ments, Tujunga, CA, USA) fixiert. Nach einem Hautschnitt im Bereich der Mittellinie über dem
Bregma wurde ein Bohrloch in die Kalotte 0,5 mm posterior und 3,5 mm lateral des Bregmas
angelegt  und mit einer 10 µl  Spritze (Hamilton, Reno, NY, USA)  5 µl  der C6- bzw. der 9L-
Zellsuspension (106 Zellen in DMEM) in das Putamen in einer Tiefe von 4 mm von der Dura ent-
fernt injiziert. C6 ist eine Gliom-Zelllinie (221), 9L eine Gliosarkom-Zelllinie (222), die beide primär
chemisch induziert wurden. Es wurde eine C6-Zelllinie benutzt, welche transfiziert war und ß-
Galaktosidase exprimierte (freundlicherweise zur Verfügung gestellt von X. O. Breakfield, Molecu-
lar Neurogenetics Unit, Neuroscience Center, Massachusetts General Hospital and Harvard Medical
School, Boston, MA, USA). Die 9L-Zelllinie wurde vom Brain Tumor Center, University of California,
San Francisco, USA zur Verfügung gestellt. Die Zellen wurden über einen Zeitraum von 5 Minuten
injiziert und die Nadel über denselben Zeitraum hinweg zurückgezogen. Das Bohrloch wurde mit
Knochenwachs (Ethicon, Inc., Sommerville, NJ, USA) verschlossen und die Haut genäht.
3. 2. 2. MR - Technik
10 bis 14 ds nach der Tumorimplantation wurden die Tiere kernspintomographisch untersucht.
Alle Tiere wurden zunächst ohne Kontrastmittel und später 12 hrs nach intravenöser Injektion von
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2mg (n=2), 4 mg (n=2, 10 mg (n=5) oder 20 mg (n=2) Fe/kg MION oder Kochsalz (n=2)
kernspintomographisch untersucht. Drei Tiere, welche 10mg Fe/kg MION erhalten hatten, wurden
im Verlauf 1, 6, 12, 24 und 72 hrs und noch einmal fünf ds nach Injektion kernspintomographisch
untersucht.
Für die MR Untersuchungen wurden die Ratten durch eine intraperitoneale Injektion von
Phenobarbital (65 mg/kg) anästhesiert und auf einer Plexiglasplatte fixiert, um Bewegungsartefakte
zu vermeiden. Die MR-Untersuchungen wurden mit einem 1,5 -Tesla Magneten (General Electric
Medical Systems, Milwaukee, WI, USA) durchgeführt, wobei eine 3-inch-Oberflächenspule be-
nutzt wurde. Es wurden koronare T1-gewichtete SE-Sequenzen (TR 300 msec, TE 17 msec,
256x192 Matrix, 8 cm FOV, 3 mm Schnittdicke), koronare Protonen- und T2-gewichtete SE-Se-
quenzen (TR 1500 msec, TE 40/80 msec, 256x128 Matrix, 8 cm FOV, 3 mm Schnittdicke) und 3 D
Grass-Sequenzen (TR 60 msec, TE 20 msec, Flipwinkel 200, 256x192 Matrix, 8 cm FOW, 0,7 cm
Schnittdicke) gewählt.
3. 2. 3. Histologie
Unmittelbar nach der kernspintomographischen Untersuchung wurden die Tiere mit einer Über-
dosis Phenobarbital getötet und anschließend zuerst mit Kochsalz (250 ml), dann mit gepuffertem
Formalin (250 ml, 10%) perfundiert. Die entnommenen Gehirne wurden über Nacht in Formalin
nachfixiert, in Paraffin eingebettet und anschließend in 6 µm dünne Scheiben geschnitten (Rei-
chert-Jung, Nussloch, Germany). Es wurden Eisenfärbungen nach Perls’ angefertigt (Inkubation
in 2% HCl und 2% Potassium Ferrozyanid) mit zusätzlicher Verstärkung durch DAB (Inkubation
für 30 Minuten in 0,5% Diaminobenzidin mit 1% H2O2) und Kernechtrot-Gegenfärbung (223). Hi-
stologisch sind singuläre Tumorzellen im normalen Hirnparenchym oft nicht eindeutig zu erken-
nen. Da die Zellen der angewandten transfizierten Zelllinie im Gegensatz zu nomaler Glia ß-
Galaktosidase exprimieren, wurde dies als Markerenzym zur Identifizierung singulärer Tumorzel-
len benutzt. Dazu wurden ausgewählte Hirne nicht in Paraffin eingebettet, sondern tiefgefroren
und anschließend im Kryostat in 6 µm dicke Scheiben geschnitten und histochemisch unter Be-
nutzung von X-Gal-Substrat gefärbt (224). ß-Galaktosidase exprimierende Tumorzellen zeigen
sich blau gefärbt, während normale Glia ungefärbt bleibt.
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3. 3. Ergebnisse
3. 3. 1. MR-Morphologie
Es wurde untersucht, wieweit intravenöse Eisenoxidinjektionen zeit- und konzentrationsabhängig
spezifische MR-Signalveränderungen in experimentellen Hirntumoren (C6, 9L) hervorrufen. Ver-
schiedene MR-Sequenzen (SE, GE) wurden gewählt.
Präkontrastaufnahmen zeigten Tumoren in einer Größe zwischen 3 und 8 mm im Durchmesser.
Während die C6-Tumoren von runder Form waren und ausschließlich  im Putamen wuchsen,
waren 9L-Tumoren meist oval und wuchsen primär im Stichkanal bis zur Leptomeninx, in fortge-
schrittenem Stadium infiltrierten sie sogar  die Schädelkalotte. In T1-gewichteten Aufnahmen (SE
300/17) stellten sie sich homogen hypointens, in T2- oder Protonen-gewichteten Aufnahmen (SE
1500/40,80) hyperintens zum umgebenden Gewebe dar. Größere Tumoren waren in der Regel
heterogener im Sinalverhalten mit T1 schwach hypointensem Tumorzentrum (Nekrose). In der
T2-Wichtung war in der Regel  ein geringes peritumorales Ödem zu sehen.
Die intravenöse MION-Gabe resultiert in einem charakteristischen ringförmigen Erscheinungsbild
der großen  Tumoren (Abb. 13).
Abb. 13.: MRT des C6-Glioms bei hoher MION-Konzentration
Typisches ringförmiges Erscheinungsbild von größeren Gliomen nach
MION-Injektion. Obere Reihe T1w SE (300/17). Mittlere Reihe T2w SE (1500/40). Untere Reihe GRE 60/20. Vor (links) und 24 hrs nach
(rechts) Injektion von 10 mg Fe/kg MION.
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In T2-gewichteten SE- und GRE-Sequenzen stellen sich zellarme Tumorbezirke (histologisch:
niedrige Eisenkonzentration) im Zentrum (Nekrose) und in der Peripherie (Infiltrationszone)
signalintens dar, das zellreiche Tumorgewebe (histologisch: ausgeprägte Eisenoxid-Phagozytose)
bildet dazwischen einen deutlichen, breiten, signalarmen Ring. In T1-gewichteten Sequenzen ist
der mittlere Ring weniger hypointens und wesentlich schmaler. Bei sehr kleinen Tumoren lassen
sich diese ringförmigen Signalveränderungen nicht finden, sie stellen sich homogen in der T1-
Wichtung hyperintens und in der T2-Wichtung hyperintens und in der T2-Wichtung hypointens
dar. 9L-Tumoren  hatten selten eine zentrale Nekrose, auch wenn sie sehr groß waren; dement-
sprechend fehlte meist der signalintense (T2) Bezirk im Zentrum  dieser Tumoren.
Zur Untersuchung des zeitlichen Verlaufes der MION-Aufnahme in den Tumor wurden 3 Tiere
kernspintomographisch nach 1, 6, 12, 24, 72 hrs und 5 ds nach i.v. Injektion von 10 mg Fe/kg
MION untersucht (Abb. 14).
Die Signalveränderungen waren am stärksten zwischen 12 und 24 hrs nach Injektion, nach 3 ds
war noch ein schwaches Signal zu erkennen, während dies nach 5 ds volkommen verschwunden
war.
Abb. 14.: MRT im Zeitverlauf
MRT eines C6-Gliom im zeitlichen Verlauf nach MION-Injektion. Präkontrast (a), 1 h (b), 6hrs (c), 1d (d), 3ds (e) und 5ds (f) nach i.v. Injektion
von 10 mg Fe/kg MION. Nach 5 Tagen sind keine Signalveränderungen mehr im Tumorgewebe zu erkennen. T1w SE
300/17.
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Zur Bestimmung der MION-Schwellendosis, die zur Signalerzeugung notwendig ist, wurden je-
weils 2 Tiere mit 2 bzw. 4 mg Fe/kg MION i.v. injiziert. Deutliche Signalveränderungen zeigten sich
bei 4 mg Fe/kg MION (Abb. 15),
während 2 mg Fe/kg MION (= klinisch z.Zt. zugelassene Dosis für kommerziell erhältliche Eisenoxid-
präparation) zu keiner nennenswerten Signaländerung führten (225a).
3. 3. 2. Histologie
Alle Gehirne wurden histologisch insbesondere zur genauen Lokalisation des in vivo injizierten
MION im Gewebe untersucht. MION lässt sich mit konventionellen Eisenfärbungen (Perls Blue
verstärkt mit DAB) histologisch darstellen.
Die Größe und Form  der Tumoren korellierte eng mit der Histologie und T2-gewichteten post
Abb. 15.: MRT des C6-Glioms bei niedrigerer MION-Konzentration
Tumorenhancement nach Injektion einer niedrigeren MION-Dosis(4 mg Fe/kg MION). MRT vor (linke Reihe) und 24 Stunden nach Eisenoxid-
injektion (rechte Reihe). Das Tumorenhancement ist geringer ausgeprägt als in Abb. 13, die ringförmige Konfiguration ist nur angedeutet zu
erkennen. T1w SE obere Reihe, T2w SE mittlere Reihe, GRE-Sequenz untere Reihe.
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MION MR-Bildern. C6 ist ein zellreicher Tumor mit meist runden Tumorzellen, 9L zeigt langgezo-
gene spindelförmige Tumorzellen. C6-Tumoren wiesen in der Regel bereits ab einer Größe von 5
mm eine meist zentrale Nekrose auf. Demgegenüber zeigten nur die größeren 9L-Tumoren (grö-
ßer 7mm) meist diffus verteilte, kleine strichförmige Nekrosen.
Die Eisenfärbungen ergaben bei beiden Tumoren den Nachweis von großen Mengen intrazellulä-
rem Eisen im Tumorgewebe, wobei das Eisen im Zytoplasma der Tumorzellen lokalisiert war (Abb.
16).
Größere Eisenablagerungen zeigten sich als dunkelbraunes Reaktionsprodukt, während niedri-
gere Konzentrationen das Zytoplasma hellbraun anfärbten. Darüber hinaus ließ sich Eisen auch
noch vor allem intrazellulär in Makrophagen und im interstitiellen Raum nachweisen. Die Menge
der phagozytierenden Tumorzellen varrierte bei gleicher intravenös injizierter MION-Dosis von
Tier zu Tier. Während  bei einigen Tumoren der ganze Tumor diffus angefärbt war (Abb. 17),
hatten bei anderen Tumoren nur vereinzelte Tumorzellen und Makrophagen die Eisenoxide
phagozytiert (Abb. 18).
Abb. 16.: Intrazelluläre MION-Aufnahme in das Zytoplasma von C6-Zellen
C6-Tumor mit mikrozystischer Degeneration. HE-Färbung (a). Intrazelluläre Eisenoxidaufnahme in das Zytoplasma der Tumorzellen, das
Eisen zeigt sich als braunes Reaktionsprodukt . DAB verstärkte Eisenfärbung (b). Vergrößerung X 400.
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Die Menge an abgelagertem Eisen innerhalb der Tumoren korellierte klar mit der injizierten MION-
Dosis. Große Mengen von intrazellulären Eisenoxidablagerungen im Tumorgewebe zeigten sich
insbesondere bei den Tieren, denen hohe Dosen von Eisenoxiden (10 und 20 mg Fe/kg MION)
Abb. 17.: Homogene Eisenaufnahme in einem 9L-Tumor
Ausgeprägt homogene Eisenoxidablagerung in einem 9L-Gliom nach i.v. Injektion von 10 mg Fe/kg MION. Intrazelluläre Eisenoxidaufnahme
in 9L Gliomzellen (re. unten). DAB verstärkte Eisenfärbung. Vergrößerung X 400 (Ausschnitt).
Abb. 18.: Nur partielle Eisenphagozytose durch Tumorzellen und Makrophagen
Nach Injektion von 4 mg Fe/kg MION intrazelluläre Eisenoxidaufnahme durch nur wenige 9L-Zellen und Makrophagen, bevorzugt am Tumor-
rand. ( Pfeile). DAB-verstärkte Eisenfärbung. (Vergrößerung X 100).
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injieziert worden waren. Bei den Tieren, denen nur 2 bzw. 4 mg Fe/kg MION injiziert worden
waren, ließ sich histologisch nur in Ausnahmefällen intrazelluläres Eisenoxid nachweisen. Die
Korrelation der beschriebenen MR-Ringstrukturen mit der Histologie zeigte zellreiches Tumor-
gewebe im Bereich des signalarmen Ringes (Tu), die beiden Zonen erhöhter Signale entsprachen
Nekrose (N) im Zentrum und infiltrierendem Tumorgewebe (In) in der Peripherie (Abb. 19).
Die Eisenoxidablagerungen korrelierten mit der Tumorvaskularisation, sowohl C6 als auch 9L
waren in der Tumorperipherie am stärksten vaskularisiert. Dort zeigten sich auch die höchsten
Eisenoxidablagerungen. Besondere Aufmerksamkeit wurde den in das gesunde Hirnparenchym
infiltrierenden Tumorzellen gewidmet. Über die Expression von ß-Galactosidase waren diese Zel-
len eindeutig von normalen, nicht neoplastischen Gliazellen zu differenzieren. Obwohl beide ex-
perimentellen Gliome (C6, 9L) in der Regel zum umgebenden Hirngewebe metastasenartig scharf
demarkiert waren, zeigten sich bei beiden Tumore immer wieder unscharf abgegrenzte Areale, in
denen die Tumorzellen infiltrativ in das gesunde Gewebe migrierten (Abb. 20 und 21).
Abb. 19.: Korrelation von Histologie und MRT
Ausgeprägter Signalabfall im Bereich des vitalen Tumorgewebes (Tu) als signalhypointenser Ring. Die hyperintensen Bezirke entsprechen
Arealen mit geringerem Eisenoxidgehalt: Nekrose im Tumorzentrum (N) und Tumorinfiltrationszone (In). MRT, T2w SE 1500/40 links; korre-
spondierender HE-gefärbter histologischer Schnitt rechts.
Tu
N
In
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Häufig zeigten auch diese singulären, infiltrierenden Tumorzellverbände eine Eisenphagozythose.
Auffallend war, dass diese Zellen meist entlang von Gefäßen in das umliegende Hirngewebe
migrierten (Abb. 20).
Das gesunde Hirngewebe war ansonsten komplett Eisen-negativ, abgesehen von einigen Hirn-
regionen mit bekannt hohem Eisengehalt (Substantia nigra, Nucleus dentatus, Nucleus
interpeduncularis) und wenigen Arealen mit physiologisch fehlender Blut-Hirn-Schranke (u.a.  Plexus
choroideus): Hier ließen sich kleinere Eisenablagerungen finden.
3. 4. Diskussion
Die Ergebnisse zeigen, dass eine Dextran-Eisenoxidverbindung (MION) nach intravenöser Injek-
tion in vivo von implantierten Gliomzellen phagozytiert wird. Histologisch findet sich MION dann
hauptsächlich im Zytoplasma von Tumorzellen, wenn höhere, über die zur Zeit zugelassenen
Dosen hinausreichende Eisenoxidkonzentrationen, appliziert werden. Die Konzentration der
phagozytierten Eisenoxidpartikel ist hoch genug, um in der MR-Bildgebung charakteristische Signal-
veränderungen innerhalb der einzelnen Tumorareale zu verursachen.
Die Interpretation der MR-Bildgebung nach intravenöser Eisenoxidgabe ist komplex und erklärt
Abb. 20. Infiltrationszone eines C6-Glioms
Der Tumor ist gegenüber dem umliegenden Gehirn unscharf begrenzt,
er infiltriert häufig entlang von Gefäßen in das umliegende Hirn-
gewebe. Die Tumorzellen sind in der ß-Galaktosidasefärbung blau
(transfizierte Zellinie).
Abb. 21.: Infiltrationszone eines 9L-Glioms
Einzelne infiltrierende Tumorzellen zeigen eine Eisenphagozytose.
DAB-verstärkte Eisenfärbung. Vergrößerung X 200
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sich aus einer Kombination pharmakologischer, magneto-physikalischer und histologischer Phä-
nomene. Charakteristischste Signalveränderung ist die dramatische Signalabnahme in T2-ge-
wichteten Sequenzen in Arealen mit hohem Eisengehalt. Diese Verkürzung der T2-Relaxationszeit
mit konsekutiver Signalauslöschung ist charakteristisch für Eisenoxide und seit langem bekannt
(184). Kleine Tumoren zeigen die einfachsten Muster der MR Veränderungen mit einer homoge-
nen T2-Signalabnahme und einer entsprechend homogenen T1-Signalsteigerung. Die MR-Dar-
stellung von größeren Tumoren in konzentrischen Ringen stellt ein interessantes Phänomen dar
und muss vor dem Hintergrund der im Gewebe abgelagerten Eisenkonzentrationen gesehen wer-
den. Wie bereits erwähnt, bewirken Eisenoxide in T2-gewichteten Sequenzen monophasisch,
unabhängig von der Eisenkonzentration, immer eine herabgesetzte Signalintensität. Dagegen ist
das Signal in T1-gewichteten Sequenzen biphasisch von der Eisenoxidkonzentration abhängig:
Eisenkonzentrationen (kleiner 10 mg Fe/mm2 ) führen zu einem Signalanstieg, während große
Eisenmengen (größer 10 mg Fe/mm2) in einem verminderten Signal resultieren (225). In der T1-
Wichtung reflektiert somit der mittlere schmale signalarme Ring den zell- und gefäßreichen vitalen
Tumorabschnitt mit hoher Eisenphagozytose. Der T1 signalintense innere und äußere Ring reprä-
sentiert Zonen mit geringerer MION-Konzentration. Im Tumorzentrum wird diese durch verminder-
te Tumorvaskularisation, Zellularität  und metabolische Aktivität verursacht. Der äußere Ring mit
niedriger Eisenablagerung repräsentiert Eisen-phagozytierende Tumorzellen und Makrophagen,
welche infiltrieren und sich mit noch normalem Hirngewebe mischen. Der T2-signalintense Ring
im Zentrum (Zyste/Nekrose) und in der Peripherie reflektiert den erhöhten Flüssigkeitsgehalt die-
ser Regionen und weniger den Eisengehalt (225a).
Die Experimente zum Zeitverlauf der MR-Signalveränderungen nach intravenöser MION-Gabe
spiegeln die bekannten pharmakokinetischen Eigenschaften dieser Verbindung wider (210). Die
in dieser Untersuchung angewandte Eisenoxidverbindung hat eine Bluthalbwertszeit von 4,5 hrs.
Die stärksten Signalveränderungen im Tumor ließen sich zwischen 12 und 24 hrs nach intravenö-
ser Injektion finden, waren nach 3 ds noch deutlich sichtbar und nach 5 ds fast vollkommen ver-
schwunden. Dieser Zeitverlauf ist zu vereinbaren mit der Eisenoxidablagerung zunächst im
Gewebeinterstitium, der Phagozytose durch metabolisch hoch aktive Tumorzellen und dem intra-
zellulären Abbau innerhalb von Lysosomen mit folgender Einschleusung des Eisens in den körper-
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eigenen Eisenpool.
Dass Gliomzellen Phagozytosekapazitäten besitzen, ist sowohl aus Zellkulturexperimenten (226,
227) als auch aus histologischen Untersuchungen menschlicher Tumoren bekannt.
Immunhistochemisch können Hirntumore Phagozytosemarker exprimieren, was zum Teil zum hi-
stologischen Grading und zur Klassifikation der Tumoren benutzt wird (1). Tumorzellphagozytose
ist im Rahmen der Tumorinvasion von Bedeutung: Das umgebende Gewebe wird u.a. durch En-
zyme der ortsständigen Tumorzelle phagozytiert. Gegenüber normaler, ebenfalls zur Phagozytose
fähiger astrozytärer Glia ist die Phagozytosepotenz neoplastischer Glia wesentlich stärker (227).
Darüber, dass Gliomzellen auch primär i. v. injizierte Eisenoxidpartikel phagozytieren, besteht
nach den vorliegenden Untersuchungen kein Zweifel. Allerdings sind dazu bei den angewandten
Verbindungen sehr hohe lokale Eisenoxidkonzentrationen in der Tumorzellumgebung notwendig.
Verglichen mit den Gliomzellen selbst werden solche Eisenoxidpartikel jedoch quantitativ in we-
sentlich höherem Maße von Blutmakrophagen und von ortsständigen, aktivierten Mikrogliazellen
intrazellulär aufgenommen. Es ist seit langem bekannt, dass Gliome fast immer (zwischen 85%-
100%) von lymphatischen Zellen und Makrophagen infiltriert sind (228). Der Anteil der Makro-
phagen an Gesamttumormasse und –volumen ist beträchtlich und wurde in frühen Studien an-
hand von Zellsuspensionen mit 41% ermittelt (229). Neuere histologische Studien ergaben einen
Anteil der Makrophagen zwischen 10-30%, mit maximalen Werten von zum Teil über 50% (230).
Die Lokalisation der Makrophagen ist nicht, wie vielleicht erwartet, auf nekrotische Areale des
Tumors beschränkt, sondern weist neben einer unspezifischen Infiltration in das Tumorparenchym
eine spezifische Verteilung am Tumorrand auf (231). Makrophagen bilden einen gürtelförmigen
Saum an der Peripherie des Tumors und grenzen ihn so scheinbar gegen das Hirngewebe ab
(232).
Kürzliche Untersuchungen aus der eigenen Arbeitsgruppe konnten zeigen, dass auch im experi-
mentellen Modell sowohl C6-Gliome als auch 9L-Gliome in hohem Maße von diesen beiden
Zelltypen infiltriert sind (233). Auch hier zeigten sich unterschiedliche Verteilungsmuster: z. T. waren
die Makrophagen innerhalb des Tumors mehr diffus verteilt, manchmal bildeten sie eher nur einen
Randsaum an der Tumorperipherie (Abb. 22).
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Dabei kann selbst histologisch
nicht sicher zwischen Blut-
makrophagen und aktivierter
Mikroglia unterschieden wer-
den.
Sowohl in vitro Untersuchun-
gen als auch in vivo Untersu-
chungen zeigten eine hohe
Aufnahme von Eisenoxiden in
primär nicht ortsständigen
Makrophagen, es ließ sich
aber auch eine quantitativ
ähnliche Aufnahme in
Mikroglia feststellen (Abb. 23).
Abb. 22.: Makrophagenmarkierung in experimentellen Gliomen
GFP-transfizierter F98-Tumor (grün) nach Inkubation mit Texas Red-markiertem Eisenoxid (rot). Hoher Anteil an Eisen-beladenen Makro-
phagen innerhalb des Tumors (a). Ein anderer Tumor zeigt einen Makrophagensaum mehr an der Tumorperipherie (Pfeil)(b).
Abb. 23.: Kultivierte Mikroglia nach Inkubation mit Eisenoxidpartikeln
Ausgeprägte Aufnahme von fluoreszenzmarkierten (Texas Red) Eisenoxidpartikeln (rot) in das Zytoplasma der Zelle.
70III. Experimentelle Untersuchungen - MRT von experimentellen Gliomen
Ähnliche Ergebnisse wurden kürzlich von Moore und Mitarbeitern publiziert, die den Anteil der
Zellen mit intrazellulärer Eisenoxid-Aufnahme in Gliomzellen an der Gesamttumormasse bei 49%,
in Makrophagen bei 21% und in Endothelzellen bei 6,5% ermittelten (234). Allerdings wurde in
dieser Untersuchung nicht gesondert auf die Rolle der Mikroglia eingegangen, die nach unseren
Ergebnissen nicht unwesentlich sein dürfte.
Mikroglia stellt eine Besonderheit des Gehirns bezüglich der immunologischen Situation und Re-
aktion auf pathologische Prozesse im Vergleich zu anderen Regionen des Körpers dar.
Mikrogliazellen als immunkompetente Zellen des ZNS werden, wie sich auch experimentell zei-
gen ließ, von Gliomen aktiviert (235). Durch die dabei wechselseitig ausgelösten
immunmodulatorischen Prozesse spielt die Präsenz aktivierter Mikroglia im Hirnparenchym die
Rolle eines frühzeitigen, empfindlichen Sensors für pathologische Vorgänge innerhalb des Ge-
hirns (236). Die Aktivierung von Mikroglia führt über mehrere Stufen zu einer Transformation der
Zellen in einen phagozytotisch aktiven Zustand, der dem eingewanderter Makrophagen entspricht.
Diese Transformation konnte ohne Störung der Blut-Hirn-Schranke am Fazialis-Läsions-Modell
beobachtet werden, wobei das Einwandern von Blutmakrophagen ausgeschlossen ist (237). Un-
tersuchungen von Morioka et al. wiesen darauf hin, dass es sich hierbei überwiegend um aktivier-
te Mikrogliazellen handelt, welche als direkte Abwehrreaktion des ZNS eine Barriere um Gliome
bilden (232). Bis heute ist allerdings die genaue Funktion der Mikroglia im Rahmen der Pathoge-
nese von Gliomen nicht endgültig geklärt, auch eine unterstützende Rolle bei der Ausbreitung des
Tumors erscheint nach neueren Untersuchungen als nicht ausgeschlossen (238) (239) (240).
Ob und in welchem Maße Eisenoxidpartikel in das Tumorgewebe transportiert werden, ist im we-
sentlichen an die Tumorvaskularisation gekoppelt. Dementsprechend kommt es nach intravenö-
ser Eisenoxidgabe in den Tumorarealen mit starker Neovaskularisation zu der größten
Eisenphagozytose. Da die untersuchten experimentellen Hirntumore hauptsächlich von der Tumor-
peripherie versorgt wurden, ließen sich hier auch die größten MION-Ablagerungen finden. Ob das
KM die Gefäße verlässt und in das Tumorinterstitium gelangt, ist, wie schon angesprochen, ab-
hängig von der Beschaffenheit der BHS/BHTS. Bei Gliomen ist diese heterogen, ferner ändert
sich die Intaktheit mit dem Grad der Entdifferenzierung: Es gilt die Regel, dass die Gefäßpermeabilität
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um so stärker erhöht ist, je maligner der Tumor ist. Diese Abhängigkeit von dem Zustand der BHS/
BHTS kann bei der Charakterisierung von Tumoren durch Kontrastmittel ein Problem darstellen,
da insbesondere Tumorareale mit noch intakter Bluttumorschranke durch KM nicht erreicht wer-
den. Zur Lösung dieses Problems bieten sich Maßnahmen an, die intakte BHS durch artifizielle
Öffnung oder durch BHS-gängige Pharmaka auch für KM passierbar zu machen (s. Kapitel 2, 6
und 7).
Selbstverständlich spielt bei der Ablagerung der KM zunächst im Gewebeinterstitium und dann
bei der intrazellulären Aufnahme auch die Größe des KM eine wesentliche Rolle. Pulfer und Mitar-
beiter konnten zeigen, dass magnetische Partikel mit einer der hier angewandten Präparation
vergleichbaren Größe von 20 nm in einem signifikant höherem Maße in Tumorzellen aufgenom-
men werden als größere (1 mm) Partikel (241). Größere Partikel scheinen selbst eine gestörte
BHS nicht zu passieren. Auch die Partikel-Ladung scheint eine Rolle zu spielen, wobei tendenziell
negativ geladene Partikel eine stärkere interstitielle Ablagerung zeigen als ungeladene Partikel
(241).
Eisenoxide unterscheiden sich bei der MR-Tumordarstellung wesentlich von den bisher  klinisch
angewandten gängigen Kontrastmitteln. Über den biphasischen  Signalverlauf in T1- gewichteten
Sequenzen kann auf Grund der Signalintensität (hypo-oder hyperintens) auf die Menge des abge-
lagerten oder phagozytierten Kontrastmittels geschlossen und damit akkurater zwischen verschie-
denen Tumorarealen unterschieden werden. Die im Vergleich zu anderen Kontrastmitteln deutlich
längere Zirkulationszeit im Blut (MION bei der Ratte 4,5 hrs, Gd-DTPA < 0,5hrs) als auch die
unterschiedlichen pharmakologischen Eigenschaften dieser Verbindungen führen zur höheren
Kontrastmittelakkumulation zunächst im Zellinterstitium und später in den phagozytierenden Zel-
len des Gehirns. Zugleich ist die Nachweisbarkeit im Gewebe bei Eisenoxidpartikeln signifikant
höher. Frühere Untersuchungen zeigten, dass mit den extrem Eisen-empfindlichen GE-Sequen-
zen bereits eine Konzentration von 62 ng Fe/mm3 genügt, um im MR-Bild eine eindeutige Signal-
änderung hervorzurufen (225). Während mit Gd-DTPA seine Ablagerung im Gewebeinterstitium
und damit indirekt die Blut-Hirn-Schranke visualisiert wird, sind die Signaländerungen nach MION-
Injektion eher zellbezogen, da Eisenoxide intrazellulär von den Tumorzellen und Makrophagen
aufgenommen werden. Diese Möglichkeit der direkten Darstellung der Tumorzelle selbst sollte
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theoretisch Vorteile, insbesondere in der deutlicheren Abgrenzung des Tumorrandes, bringen.
Zusammenfassend zeigen diese Untersuchungen, dass die intravenöse  Eisenoxidgabe zu spezi-
fischen MR-Signalveränderungen bei Hirntumoren führt, die sich von herkömmlichen Kontrastmit-
teln unterscheiden. Die Signalveränderungen lassen sich  mit den physiochemischen und magne-
tischen Eigenschaften dieser Verbindungen erklären und erlauben eine Differenzierung unter-
schiedlicher Tumorareale. Die MR-Bildgebung nach Eisenoxidgabe stellt eine potentielle Möglich-
keit dar, funktionelle (Phagozytose durch Makrophagen und Tumorzellen) und patho-anatomi-
sche Veränderungen (z. B. Tumorrand) bei hoher Gewebeauflösung darzustellen.
73III. Experimentelle Untersuchungen - in vitro Experimente
 4. In vitro Untersuchungen zur Eisenoxidaufnahme
 4. 1. Fragestellung
Es sollte untersucht werden, inwieweit verschiedene Zelllinien (zwei Gliom-Zelllinien, eine Karzi-
nom-Zelllinie) Eisenoxidpartikel auch in vitro intrazellulär aufnehmen, ob es quantitative Unter-
schiede zwischen verschiedenen Zelllinien hinsichtlich ihrer Phagozytosepotenz gibt und was der
Schwellenwert der benötigten Eisenoxiddosis für die intrazelluläre Aufnahme ist. Über fluoreszenz-
markierte Eisenoxidpartikel sollte der intrazelluläre Transport und Abbaumechanismus untersucht
werden.
4. 2. Material und Methoden
4. 2. 1. Zelllinien
In vitro  wurden 3 verschiedene Zelllinien unterschiedlicher Dignität und Malignität hinsichtlich
ihrer Aufnahme von Eisenoxidpartikeln untersucht: Neben den beiden bereits vorbeschriebenen
Gliom-Zelllinien C6 und 9L (s. Kapitel 3.2.1.) wurde zusätzlich die Karzinom-Zelllinie LX-1 in vitro
untersucht. Während 9L und C6 beide primär chemisch induziert wurden ist LX-1 ist eine mensch-
liche Zelllinie eines Lungenkarzinoms (Mason Research Institute, Worcester, MA). C6 und L9
wurden in DMEM (Dulbecco´s Modifiziertes Eagle Medium, Gibco BRL, Kat.-Nr. 31966-021) zu-
sammen mit 10% FKS (fötales Kälberserum, Gibco BRL, Kat.-Nr. 10106-060) kultiviert, LX-1 in
RPMI 1640 Medium, welches ebenso mit 10% FKS versetzt worden war.
4. 2. 2. Immunfluoreszenzmikroskopie
Zur Markierung der Eisenoxide für die Fluoreszenzmikroskopie wurden gleiche Mengen MION
(0,675 ml von 40,0 mg Fe/ml) mit einem bis zu 20fach molaren Überschuss von Rhodamin-
Isothiocyanat  (Molecular Probes, Eugene, OR), welches in Dimethylsulfoxid (4,5 mg/ml) aufge-
löst war,  bei Raumtemperatur inkubiert. Nach 4 hrs wurde das ungebundene Rhodamin von der
Eisenoxidpräparation säulenchromatographisch (Sephadex G25, Pharmacia, Uppsala, Schwe-
den) getrennt  und die Fluoreszenzbindung mikroskopisch untersucht. Gemäß
spektrophotometrischen Untersuchungen bei 576 nm waren pro MION-Partikel ungefähr 40-60
Moleküle Rhodamin gebunden.
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Ein Tag vor der mikroskopischen Auswertung wurden jeweils 2,5 x 105 Zellen der drei Linien (C6,
9L, LX-1) auf ein UV -sterilisiertes, 25 mm im Durchmesser messendes Deckglas pipettiert, wel-
ches den Boden einer Kulturplatte (6-Loch) bedeckte. Jede Einheit enthielt 1,5 ml DMEM-Medium
mit 10% fötalem Kälberserum. In dieser Verdünnung ließen sich am Untersuchungszeitpunkt bei
10facher Vergrößerung zwischen 5 und 50 Zellen zählen. Unmittelbar vor dem Experiment wurde
überschüssiges Medium entnommen, anschließend wurden die Zellen für 15 bis 30 Minuten mit
verschiedenen Konzentrationen von Rhodamin-MION in Serum-freien DMEM inkubiert. Das Me-
dium wurde dann beseitigt und die Zellen gespült. Die mit den Zellen bedeckten Deckgläser wur-
den in eine Kammer montiert, die es erlaubt, Zellen und Medium unter konstanter Temperatur bei
37oC für einen längeren Zeitraum in vivo zu mikroskopieren  (242). Diese Kammer wurde an ein
Inversionsmikroskop (Zeiss Axiovert 00 TV, Wetzlar, Germany) angepasst, wobei für die
Fluoreszenzmikroskopie ein Rhodamin-Filter-Set (XF 32, Omega Optical, Brattleboro, VT) be-
nutzt wurde. Zur Dokumentation wurden die Zellen nach Inkubation mit MION in vivo photogra-
phiert (Zeiss MC 80, Wetzlar, Germany).
4. 2. 3. Quantifizierung der Kontrastmittelphagozytose
Zur Quantifizierung der zellulären Eisenaufnahme in vitro wurde MION mit 125I markiert. Dazu
wurde gereinigtes MION mit 125I (574 mCi/mmol Fe;  Amersham, Arlington Heights, IL) in Gegen-
wart von Iodo-Gen Iodinierungsreagenz (Pierce, Rockland, IL) inkubiert, um ca. 70mCi/mmol Fe
zu erhalten. Die Phagozytose von MION wurde quantitativ in vitro zwischen den Zelllinien 9L und
LX-1 verglichen. Dazu wurden Zellen in Kulturplatten (6-Loch) pipettiert und abgewartet, bis sie zu
60% konfluierten. Das Medium wurde entfernt und MION-125I in verschiedenen Konzentrationen
(2-100 µg/mol Fe) in DMEM mit 10% fötalem Kälberserum hinzugegeben (1,5 ml/Loch). Die Zel-
len wurden dann für eine Stunde bei 37oC inkubiert. Nach der Inkubation wurde der
Lösungsüberschuss abgegossen und die Zellen dreimal in Hank’s Lösung gewaschen. Anschlie-
ßend wurde in jede Einheit Triton-X hinzugefügt  und der Protein-Gehalt mit einem BCA Protein-
Essay (Pierce Chemical C, Rockford, III, USA) bestimmt. Nach Erstellung einer Kalibrierungs-
kurve für den Proteingehalt wurde jede Konzentrationseinheit ausgewertet. Die quantitativen Be-
stimmungen wurden jeweils einmal wiederholt.
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4. 3. Ergebnisse
Bei Inkubation mit MION-Rhodamin ließ sich bei allen drei Zelllinien in großen Mengen fluoreszie-
rendes MION intrazellulär finden, wobei sich die Lokalisation im Zeitverlauf veränderte. Zunächst
war MION in tubulären Strukturen lokalisiert, die ca. 1 µm im Durchmesser und 5-25 µm in der
Länge maßen (Abb. 24). Morphologisch handelt es sich dabei am ehesten um tubuläre Lysosomen.
24-48 hrs nach Inkubationsbeginn verlagerte sich die Lokalisation, der Hauptanteil findet sich
dann hauptsächlich in ca. 1-2 µm messenden, Membran-begrenzten, perinukleären Vesikeln (Abb.
25).
Abb. 25.: Fluoreszenzmikroskopie von
MION-Rhodamin markierten C6-Zellen
48 Stunden nach Inkubationsbeginn.
MION-Rhodamin ist in kleinen vesikulären
Strukturen lokalisiert („terminale
Lysosomen“).
Abb. 24.: Fluoreszenzmikroskopie von
MION-Rhodamin markierten C6-Zellen
3 Stunden nach Inkubationsbeginn. MION-
Rhodamin ist in tubulären Strukturen
(„tubuläre Lysosomen“) intrazellulär lokali-
siert.
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Diese Strukturen ensprechen morphologisch vesikulären Endosomen („terminale Lysosomen“)
und waren bis zu 14 ds nach Inkubationsbeginn zu verfolgen. Bezüglich der Morphologie des
beschriebenen Anreicherungsverhaltens gab es keine wesentlichen Unterschiede zwischen den
drei untersuchten Zelllinien.
Quantitativ nahmen die untersuchten Zelllinien in vitro in unterschiedlichem Maße MION auf. Die
Aufnahme von MION in vitro zeigt Tab. 1.
Bei den höchsten Inkubationskonzentrationen betrug die zelluläre Aufnahme bei der C6-Linie 10
ng MION/106 Zellen, bei der 9L-Linie 17 ng MION/106 Zellen, während sie bei der Karzinom-Zelllinie
deutlich höher war (158 ng MION/106 Zellen)(243).
4. 4. Diskussion
In den vorliegenden Untersuchungen ließ sich zeigen, dass die angewandten Eisenoxidpartikel
auch in vitro von C6- und 9L-Gliom-Zellen in Konzentrationen bis zu 10 bzw. 17 ng MION/106
Zellen intrazellulär aufgenommen werden. Hochgerechnet bedeutet dies ungefähr 50 bzw. 85
Partikel pro Zelle. Die Tatsache, dass Eisenoxidpartikel auch von Tumorzellen intrazellulär aufge-
nommen werden, steht im Gegensatz zu der jahrelang aufrechterhaltenen Hypothese, dass aus-
schließlich Zellen des RES diese Partikel aufnehmen. Insgesamt allerdings ist die Menge von
aufgenommenen Eisenpartikeln bei Tumorzellen relativ gering. Moore und Mitarbeiter konnten
zeigen, dass primäre, aus dem Blut stammende Makrophagen um mehr als das zehnfache an
Eisenoxidpartikel intrazellulär aufnehmen (205), was sich mittlerweile auch durch eigene Untersu-
Tab. 1.: Quantitativer Vergleich bezüglich der intrazellulären MION-Aufnahme von drei verschiedenen Zelllinien
Signifikant höhere Eisenoxidaufnahme durch die Karzinom-Zelllinie verglichen mit den Gliom-Zelllinien.
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chungen bestätigen ließ (233). In diesen Untersuchungen zeigte sich, dass Mikrogliazellen als
ortsständige Makrophagen des Gehirns eine quantitativ vergleichbar hohe Phagozytose dieser
Eisenoxidpartikel aufweisen.
Der genaue Mechanismus, der zur Aufnahme von KM und von Eisenoxiden im speziellen in Tu-
morzellen führt, ist bislang nur unzureichend untersucht. Die Aufnahme von Partikeln in die Tu-
morzellen wird neben der Größe und der Ladung der Partikel ganz offensichtlich auch von den
Oberflächeneigenschaften dieser Verbindungen beeinflusst. Es konnte in vivo gezeigt werden,
dass die Dextranhülle der Eisenpartikel , wenn sie intravenös gegeben werden, Plasmaproteine
bindet, was als „Opsonisation“ bezeichnet wird (244, 245). Opsonierte Partikel werden in einer 6
fach höheren Menge intrazellulär aufgenommen, verglichen mit nicht an Proteine gebundenen
Eisenoxiden (205). Als Aufnahmemechanismus kommt sowohl ein Rezeptor vermittelter Trans-
port als auch einfache Pinozytose in Frage. In dem Zusammenhang kann von Bedeutung sein,
dass die Aufnahme in die Tumorzellen von Rhodamin-MION bereits in einem sehr niedrigen
Konzentrationsbereich von kleiner 10 µM erfolgte, was deutlich unter der für einen pinozytotisch
vermitteltem Konzentrationsspanne liegt. Dies deutet darauf hin, dass weniger Pinozytose als ein
Rezeptor vermittelter endozytotischer  Aufnahmemechanismus  (“Tumorzellendozytose”) für den
Transport von MION in die Tumorzelle eine Rolle spielt. Ebenfalls in diese Richtung weisen
Koinkubationsversuche: Koinkubationen von Gliom-Zelllinien mit MION-Albumin-Rhodamin zu-
sammen mit ungebundenem Albumin oder Dextran ergaben, dass die MION-Aufnahme in die
Zellen zwar durch im  Überschuss vorhandenes Albumin, nicht aber durch ungebundenes Dextran
(als Bestandteil der MION- Hüllsubstanz) gehemmt werden kann (219). Inwieweit die Dextranhülle
der Eisenoxidmagnetite bei der intrazellulären Eisenoxid-Aufnahme eine Rolle spielt, ist bislang
nicht vollständig untersucht. Dass Dextrane „neurotrope“ Eigenschaften haben, ist seit langem
bekannt sind (246).
Einmal intrazellulär aufgenommen findet man die Partikel zunächst in tubulären, später in
vesikulären Strukturen. Immunhistochemische Untersuchungen mit lysosomalen Markern zeig-
ten, dass es sich bei diesen aufnehmenden Strukturen um tubuläre Lysosomen handelt bevor die
Eisenoxidpartikel über terminale Lysosomen weiter abgebaut werden (Abb. 26).
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Ein vergleichbarer lysosomaler Abbau wurde für bestimmte Glykoproteine und Antikörper-gekop-
pelte Agenzien aus der Nuklearmedizin beschrieben (247) (248). Nach ihrem intrazellulären Ab-
bau werden die Eisenoxide dann über einen Zeitraum von 2-40 ds in den Blut-Pool und letztend-
lich in Hämoglobin überführt (249).
Abb. 26.:Aufnahme und intrazelluärer Abbaumechanismus von Eisenoxiden
Nach Passage der BHS/BHTS, intrazelluläre Eisenoxidaufnahme, Abbau über das lysosomale Kompartiment („tubuläre“ und „terminale“
Lysosomen) und Einschleusung des Eisens in den körpereigenen Eisenpool.
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 5. MR-Mikroskopie von experimentellen Gliomen
 5. 1. Fragestellung
Nachdem in den vorangegangenen Untersuchungen gezeigt werden konnte, dass Eisenoxide
intrazellulär in vivo von Gliomzellen und Makrophagen des Gehirns aufgenommen werden, sollte
untersucht werden, ob diese direkte zelluläre Markierung kernspintomographisch eine bessere
Demarkierung dieser Tumoren zur Tumorumgebung ermöglicht. Methodisch sollte dieser Frage-
stellung mit hochaufgelöster MRT auf nahezu mikroskopischem Niveau (isotrope Voxel-Größe 86
µm) nachgegangen werden.
5. 2. Material und Methoden
5. 2. 1. Modell
Die Gliosarkom-Zelllinie 9L wurde, wie im Kapitel 2. 2. 1. beschrieben, intrazerebral in F 344-
Ratten implantiert. Insgesamt wurden 22 Tiere implantiert, 7 davon wurden für MRT-Histologie-
Korrelationen benutzt, 15 nur für histologische Zwecke. Die 9L-Zelllinie war mit dem VIK-Retrovirus
Vektor transfiziert, dieses trägt das Herpes simplex Typ I TK-Gen unter dem 5´MoMLV LTR-Pro-
motor und das Neomyzin-Gen unter einem internen RSV-Promotor (250). (Die transfizierte Zelllinie
wurde von X. O. Breakfield, Molecular Neurogenetics Unit, Neuroscience Center, Massachusetts
General Hospital and Harvard Medical School Boston; USA zur Verfügung gestellt). Bei der 9L-
Zelllinie ist bekannt, dass sie - verglichen mit der C6-Zelllinie -  stärker infiltrativ in das gesunde
Gehirn wächst.
5. 2. 2. MR-Technik
In Zusammenarbeit mit G. A. Johnson (Center for in Vivo Microscopy, Duke University, NC, USA)
wurden von den Tieren sowohl in vivo MR-Untersuchungen (1,5 T) als auch ex vivo MR-Mikros-
kopie (9,4 T) Untersuchungen durchgeführt. Zum Zeitpunkt der MR-Untersuchungen hatten die
Tumoren einen Durchmesser von 3 bis 4 mm. 24 hrs vor der MR in vivo-Bildgebung waren die
tumortragenden Tiere mit 10 mg Fe/kg MION intravenös injiziert worden. In vivo wurde dasselbe
Protokoll gewählt wie in Kapitel 2.2.2. beschrieben. Zusammengefasst wurden koronare Proto-
nen- und T2-gewichtete SE-Sequenzen (TR 1500msec, TE 40/80 msec, 256x128 Matrix, 8 cm
FOV, 3mm Schnittdicke), T1-gewichtete SE-Sequenzen (TR 300 msec, TE 17 msec, 256x192
c
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Matrix, 8 cm FOV,  3mm Schnittdicke), und 3 D GRASS Sequenzen (TR 60 msec, TE 20 msec,
Flipwinkel 600 , 256x192 Matrix, 8cm FOW, 0,7 cm Schnittdicke) angewandt.
Nach den in vivo Untersuchungen wurden die Ratten mit einer Überdosis Phenobarbital getötet
und anschließend mit 250 ml NaCl und anschließend mit 250 ml Phosphat gepuffertem, 10%igen
Formalin perfundiert. Zur Vorbereitung der ex vivo Untersuchungen wurden die Gehirne entnom-
men und in 10%igen Formalin für 2 ds fixiert. Anschließend wurden die Gehirne in 3 % Agarose-
Gel in 20 ml Plastikspritzen eingebettet. Diese wurden zur Fixierung der Gehirne im Magneten
benutzt, um Suszeptibilitätsartefakte zu reduzieren und das Gewebe vor Austrocknung zu bewah-
ren. Die MR-mikroskopischen Untersuchungen wurden an einem 9,4 T (400-MHZ) Magneten
(Bruker Instruments, Billerica, MA, USA) mit einer 2,5 cm Spule (hergestellt im Center for in Vivo
Microscopy, Duke University) durchgeführt. Das Gel wurde erzeugt, indem Agarose-Puder (Gibco)
in erhitztem destillierten Wasser aufgelöst worden war. Es wurden axiale GRASS- (TR 100 ms, TE
8 ms, Alpha SA 20) und FSE- (TR 1000 ms, TE 25 ms, Alpha 90) Sequenzen angewendet. Die
Matrix betrug 512 x 256 x 256 (frequency x phase x slice), FOVZ 44 mm (frequency), FOVY 22
mm (phase) und FOVX 22 mm (slice), 2 NEX. Damit konnte eine isotrope Voxel-Auflösung von 86
mm erzielt werden. Auf Grund der deutlich dünneren Schnittdicke, bedingt durch die höhere Feld-
stärke (höhere S/N), kann eine hohe Z-Auflösung erreicht werden. Die Aufnahmen wurden auf
einer Silicon-Graphics-Workstation weiterverarbeitet.
5. 2. 3. Histologie
Nach der ex vivo MR-Bildgebung wurden die Gehirne koronar mit einem Vibratom (Reichert-Jung,
Nussloch, Deutschland) in Serie geschnitten, indem histologisch dieselbe Schnittdicke wie die
MR-Schnitte erzielt wurden. Alternierend wurden die Schnitte dann für Eisen und Hämatoxilin-
Eosin gefärbt. Die Eisenfärbungen wurden mit DAB (entsprechend dem unter 2.2.3 beschriebe-
nen Protokoll) verstärkt.
Einige Gehirne (n = 17) wurden in 6 bis 20 µm dicke Kryoschnitte zur Auswertung der morpholo-
gischen Details verarbeitet. Eine Thymidin Kinase (TK)-Färbung wurde durchgeführt, indem die
Schnitte zunächst mit 10%igem normalen Ziegenserum in PBS 10 min inkubiert wurden und dann
über Nacht bei Raumtemperatur mit dem primären polyklonalen Kaninchen-TK-Antikörper mit ei-
ner Verdünnung von 1:1000 in PBS inkubiert wurden. Nachdem die Schnitte mit Biotin-gebunde-
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nem Ziegen-anti-Kaninchen-Serum (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) bei Raum-
temperatur für 30 min inkubiert wurden, wurde anschließend die Reaktion mit einem Avidin-Biotin-
Peroxydase-Komplex (ABC Kit,  Vektor Laboratories, Burlingame, CA, USA) durchgeführt. Die
Peroxydaseaktivität wurde sichtbar gemacht, indem die Schnitte mit DAB (Sigma Chemicals) für
45 bis 60 sec inkubiert und dann mit Meyers Hämatoxilin gegengefärbt wurden.
5. 2. 4. Datenanalyse/Morphometrie
Für die MR-Histologie-Korrelationen wurden die histologisch gefärbten Vibratom-Schnitte digitali-
siert, um sie direkt mit den MR-Daten, welche bereits in einem digitalen Format (NIH Image,
Bethesda, MD, USA) zur Verfügung standen, zu korrelieren.
Alle Bildanalysen wurden am Macintosh-Computer oder einer Silicon-Graphics-Workstation durch-
geführt. Die Tumorregion eines jeden MR- oder Histologieschnittes wurde festgelegt, indem der
äußere Tumorrand per Hand eingezeichnet wurde. Die Korrektheit dieser Tumorrandbestimmung
wurde mit dem mikroskopischen, HE oder immunhistochemisch TK gefärbten digitalisierten Bild
abgeglichen. Die Tumorregion wurde morphometrisch quantifiziert und als prozentualer Anteil -
gemessen an der gesamten Hirnoberfläche - ausgedrückt, um den direkten Vergleich zwischen
den MRT und histologischen Schnitten zu bekommen.
5. 3. Ergebnisse
5. 3. 1 MR-Morphologie
Auf den T2-gewichteten Aufnahmen ließ sich der Tumor scharf vom umgebenden Hirnparenchym
abgrenzen. Abbildung (Abb. 27) zeigt aneinander angrenzende 86 µm dicke MR-Schnitte eines
Gehirns 24 hrs nach Kontrastmittelapplikation.
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Die Tumorperipherie zeigte sich immer hypointens zum umliegenden Hirnparenchym, bedingt
durch die hohe Ansammlung des superparamagnetischen Kontrastmittels (T2* und T2-Verkür-
zung) im Tumorrand. Demgegenüber erschien das Zentrum des Tumors meist relativ heterogen
mit Arealen verstärkter Kontrastmittelansammlung und Regionen mit weniger starken KM-Ansamm-
lungen. Auf Grund des hohen Kontrastes zwischen der Tumorperipherie und dem anliegenden
Gehirn ließen sich leicht 3D-Rekonstruktionen des gesamten Tumors anfertigen; diese zeigten
häufig einen insgesamt lobulierten Tumor, der sich zum einen im Stichkanal der Injektionskanüle
ausbreitete und zum anderen einen meist mehr runden Tumoranteil dort hatte, wo primär die
Tumorzellen injiziert wurden. Solche 3D-Rekonstruktionen des Tumors ermöglichen, gut die ge-
samte Tumorausbreitung zu erfassen, und stellten einen Bezug zu den anatomischen Strukturen
in der Nachbarschaft her. (Abb. 28) (251).
Abb. 27.: MR-Mikroskopie des 9L-Glioms
Hochaufgelöste MR-Aufnahmen (86 µm; axiale Schichten durch das Rattenhirn; ex vivo). Eisenoxide führen bevorzugt am Rand zu ausge-
prägten Signalveränderungen und demarkieren den Tumor zum umgebenden Hirnparenchym. Die dunklen Flecken außerhalb, aber auch
innerhalb des Gehirns entsprechen Luftbläschen des in Agarose eingebetteten Gehirns (9,4 T, GRE, TR 100 ms, TE 25 ms, Flipwinkel 20°).
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5. 3. 2. Histologie
Wie in Kapitel 3. 3. 2. bereits beschrieben, zeigten sich auch in dieser Untersuchungsreihe große
Tumorareale, in denen Eisenoxide eindeutig intrazellulär nachweisbar waren. Dabei korrellierte
die Anzahl der Gliomzellen, welche Eisenoxide aufgenommen hatten, mit der Blutgefäßdichte: in
der Tumorperipherie war die Tumorvaskularisation weitaus höher, hier zeigten sich auch dement-
sprechend mehr intrazelluläre Eisenoxidansammlungen. Dies steht in Korrelat zu dem signal-
armen Ring in der Tumorperipherie in den MR-Untersuchungen. Immer wieder zeigten sich Tumor-
ausläufer in das benachbarte gesunde Gehirn, häufig entlang von Tumorgefäßen, bei denen die
Tumorzellen Eisenoxide intrazellulär aufgenommen hatten (Abb. 29).
Abb. 28.: 3D-Rekonstruktion eines implantierten Tumors
Die dreidimensionale Oberflächen/Volumenrekonstruktion eines Rattenhirnes 24 hrs nach Eisenoxidgabe. Die Regionen mit MION-Aufnah-
me wurden rot koloriert und spiegeln das bilobulierte Tumorwachstum innerhalb des Rattenhirns wider.
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Dabei waren TK-positive Tumorzellen eindeutig von nicht neoplastischen, TK-negativen Zellen
histologisch zu differenzieren. Solche eisenbeladenen Mikrometastasen waren bis zu 300 µm von
der eigentlichen Tumormasse entfernt zu finden. Andererseits zeigten sich auch in dieser
Untersuchungsreihe immer wieder Eisenansammlungen, die sich eindeutig interstitiell extrazellulär
befanden.
5. 3. 3. Datenanalyse/Morphometrie
Es wurden insgesamt jeweils 27 MR-Schnitte und 27 histologische Vibratom-Schnitte
morphometrisch analysiert. Die Schnitte entsprachen einander bezüglich der Schnittdicke und der
anatomischen Lokalisation. Die durchschnittliche Tumorfläche ausgedrückt in Prozent und bezo-
gen auf die Hirnoberfläche betrug in den HE/TK-gefärbten Schnitten 15,2 ± 3,2 % verglichen mit
15,5 ± 2,8 % bei den MR-Aufnahmen. Dies ergab einen Korrelationskoeffizienten zwischen den
histologisch bestimmten und der kernspintomographisch ermittelten Tumorgröße von r² = 0,89
(Abb. 30).
Abb.29.: Mikroskopische Tumorausbreitung des 9L-Glioms
Tyrosinkinase (TK)-Färbung (a) und DAB-verstärkte Eisenfärbung (b). (Vergrößerung X 200). Der Tumor breitet sich fingerförmig in das
umgebende Hirn aus. Die Vergrößerungen rechts oben (X 400) zeigen die TK-Expression der Tumorzellen (a) und die Eisenaufnahme in die
Zellen (b).
a b
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5.4. Diskussion
Der Tumorgrenze zum gesunden Hirngewebe wurde in der vorliegenden Untersuchung besonde-
re Beachtung geschenkt, da diese Region mit der zur Zeit verfügbaren  MR-Technik (einschließ-
lich Gd-DTPA) nicht zufriedenstellend dargestellt werden kann und andererseits gerade von den
infiltrierenden Zellen an der Tumorperipherie neues Tumorwachstum in die Umgebung ausgeht.
Insbesondere sollte die Frage geklärt werden, wie sich der Tumorrand nach Gabe von Eisenoxid-
partikeln darstellt und ob die intrazelluläre Aufnahme von Eisenoxiden in die Tumorzelle selbst,
wie in den vorangegangenen Untersuchungen gezeigt, eine bessere Demarkierung dieser Tumo-
ren zur Tumorumgebung ermöglicht. Methodisch wurde dies mit hochaufgelöster MRT („MR-Mikros-
kopie“) untersucht.
In den vorliegenden Untersuchungen zeigten sich die Gliome kernspintomographisch in T2-ge-
wichteten Sequenzen im Randbereich deutlich hypointens, was mit der erhöhten Vaskularisation
in der Tumorperipherie zu erklären ist. Diese Signalverminderung kommt durch vermehrte
Eisenoxidakkumulation zustande, wobei das Eisen in drei verschiedenen Gewebekompartimenten
zu finden ist: intravaskulär, intrazellulär, aber auch vermehrt extrazellulär in der Umgebung der
Tumorgefäße. Obwohl sich in dem untersuchten Modell morphometrisch eine gute Korrelation
zwischen histologisch ermittelter Tumorgröße und der Größe des Tumors im MR-Bild zeigte, dürf-
te gerade der nachweisbare extrazelluläre Eisenoxidanteil in vivo an einem größeren Tumor die
Abb. 30.: Korrelation zwischen MRT und Histologie
Die Ausdehnung des Hirntumors (in %, bezogen auf die Gesamtfläche des Gehirns) in einem 86 µm dicken Schnitt, gemessen in den MR-
Aufnahmen (vertikale Achse) und in den histologischen Schnitten (horizontale Achse).
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eigentliche Tumorgröße verfälschen. Egelhof und Mitarbeiter verglichen ebenfalls experimentell
bei einem C6-Gliom die Tumorausdehnung nach Eisenoxidgabe mit der nach Gd-DTPA-Injektion.
Die Autoren ermittelten eine Überbetonung der eigentlichen Tumorgröße nach Eisenoxidgabe um
den Faktor 1,5 bzw. 2,1, abhängig von der applizierten Eisenoxiddosis (252). Verglichen mit der
Tumorgröße nach Gd-DTPA-Gabe waren die Eisenoxid-markierten Tumore um den Faktor 1,3
bzw. 1,9 größer. Allerdings wurde in diesen Untersuchungen die Tumorgrenze lichtmikroskopisch
am HE gefärbten Schnitt festgelegt, was insofern problematisch ist, da so Tumorzellen fern der
Tumorhauptmasse nicht sicher von nicht-neoplastischem Gewebe differenziert werden können;
dies kann zur Unterschätzung der eigentlichen Tumorausdehnung führen. Demgegenüber wurde
in den vorliegenden Untersuchungen die Tumorgrenze anhand der TK-Expression der Gliom-
zellen festgelegt, welche eine sichere Differenzierung neoplastischer von normaler Glia erlaubt.
Dennoch ist davon auszugehen, dass gerade der extrazelluläre KM-Anteil den rein
tumorzellbezogenen KM-Anteil gewissermaßen „überdeckt“ und so eine Überbetonung der wirkli-
chen Tumorgröße durch die MRT – auch nach Gabe eines zellspezifischen KM - bewirkt. Eine
solche Überbetonung der eigentlichen Tumorgröße kann auch durch die Phagozytose der
Eisenoxidpartikel durch Makrophagen und Mikroglia in der Tumorumgebung verursacht werden.
Weiterführende Untersuchungen müssen zeigen, inwieweit der Einfluss des Eisenoxidanteiles im
Zellinterstitium gegenüber dem intrazellulären Anteil, z. B. durch die Wahl eines geeigneten
Untersuchungszeitpunktes, auch in dynamischen Untersuchungen verringert werden kann. Aller-
dings kann es auch zu einer Unterschätzung der eigentlichen Tumorausdehnung gerade dann
kommen, wenn trotz Tumorzellinvasion die BHS/BHTS in einigen Tumorregionen noch intakt ist
und das KM so die Tumorzellen nicht erreichen kann.
Die angewandten experimentellen Gliome (C6, 9L) sind makroskopisch in der Regel zum umge-
benden Hirngewebe scharf demarkiert und imitieren, was die Schärfe des Tumorrandes angeht,
eher Hirnmetastasen als die mehr invasiv wachsenden menschlichen Gliome. Gegenwärtig exi-
stiert leider kein Tumormodell, welches bezüglich des Invasionsverhaltens exakt dem menschli-
chen Glioblastom entspricht. Auch andere Gliom-Zelllinien (F98, CNS1, RG2) weisen, verglichen
mit dem menschlichen Gliom, nicht solche invasiven Wachstumseigenschaften auf (eigene, nicht
publizierte Untersuchungen) (253). Allerdings zeigen sich, insbesondere beim 9L-Gliom, histolo-
87III. Experimentelle Untersuchungen - MR-Mikroskopie
gisch immer wieder unscharf abgegrenzte Areale, in denen die Tumorzellen infiltrativ in das ge-
sunde Gewebe migrieren, wobei sich erstaunlicherweise kleine Tumorzellinseln auch kontralateral,
in der primär nicht betroffenen Hirnhemisphäre fanden. Dabei ließ sich zeigen, dass bei den ange-
wandten experimentellen Gliomen die Tumorzellen zunächst hauptsächlich entlang der Blutgefä-
ße in das umgebende Gewebe migrieren und somit potentiell mit systemisch gegebenen
tumorzellspezifischen Kontrastmitteln erreichbar wären. Obwohl einige dieser abgelegenen Tu-
morzellen auch Eisenoxide akkumulierten, konnte doch ein großer Teil dieser versprengten
Tumorzellinseln nicht erreicht werden. Ein Problem stellt möglicherweise auch hier die BHS/BHTS
dar, die in diesem frühen Stadium der Tumorzellinvasion noch intakt ist und eine Passage der
Eisenoxide verhindert.
Insgesamt zeigen die Ergebnisse, dass hochauflösende MR-Mikroskopie in Kombination mit ei-
ner langzirkulierenden Eisenoxidpräparation geeignet ist, die Tumorausdehnung zu visualisieren.
Obwohl Eisenoxide intrazellulär in die Tumorzelle und in Tumor-assoziierten Makrophagen aufge-
nommen werden, stellt gegenwärtig jedoch insbesondere der extrazelluläre, im Zwischenzellgewebe
abgelagerte KM-Anteil ein Problem dar, wodurch die eigentliche Tumorausdehnung verfälscht
werden kann. Die beobachteten markanten Signalveränderungen im Tumorrandbereich sind auf
eine Kombination aus noch intravaskulärem, intrazellulärem, aber auch extrazellulärem Eisenoxid
zurückzuführen.
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 6. Untersuchungen zur Blut-Hirn-Tumor-Schranke
 6. 1. Fragestellung
Es konnte kürzlich an experimentellen Gliomen gezeigt werden, dass die intraarterielle Injektion
von Bradykinin oder Bradykinin-Analoga zu einer temporären Öffnung der Bluttumorschranke mit
konsekutiver Steigerung der Zufuhr bestimmter Pharmaka unterschiedlicher Molekülgröße in den
Tumor führt (254). In dem Projektabschnitt sollte die Frage beantwortet werden, inwieweit die
selektive Öffnung der Bluttumorschranke den Transport von Eisenoxiden in den Tumor steigern
kann.
6. 2. Material und Methoden
6. 2. 1. Modell
Männliche F-344-Ratten (n=10, Charles River Breeding Laboratories, Wilmington, MA, USA) mit
einem Gewicht zwischen 200-300g wurden mit einer intraperitonealen Injektion eines Gemisches
von 12,5 mg Ketamin (Ketalar, 100 mg/ml) und 2,5 mg Xylazin (Rompun, 20 mg/ml) in 0,5 ml NaCl
(0,9%) anästhesiert und in einem stereotaktischen Rahmen (David Kopf Instruments, Tujunga,
CA, USA)  fixiert. Nach einem Hautschnitt im Bereich der Mittellinie über dem Bregma wurde ein
Bohrloch in die Kalotte 1 mm anterior und 2 mm lateral des Bregmas angelegt  und mit einer 10µl
Spritze (Hamilton, Reno, NY, USA)  2µl  der 9 L-Zellsuspension (4 x 104 Zellen in DMEM) in das
Putamen in einer Tiefe von 4 mm von der Dura entfernt injiziert. Die 9L-Zelllinie war transfiziert und
exprimierte β-Galaktosidase (freundlicherweise zur Verfügung gestellt von X. O. Breakfield, Mol-
ecular Neurogenetics Unit, Neuroscience Center, Massachusetts General Hospital and Harvard
Medical School, Boston, MA, USA). Die Zellen wurden über einen Zeitraum von 5 Minuten injiziert
und die Nadel über denselben Zeitraum hinweg zurückgezogen. Das Bohrloch wurde mit Knochen-
wachs (Ethicon, Inc., Sommerville, NJ, USA) verschlossen und die Haut genäht.
Die Tiere wurden 10 ds nach Tumorimplantation erneut anästhesiert (wie oben beschrieben). Um
die Zufuhr der Eisenoxide in das Tumorgewebe zu maximieren, wurde bei 10 Tieren unmittelbar
vor der MION-Injektion eine kürzlich beschriebene Methode zur temporären Öffnung der Blut-
tumorschranke angewandt (254). Durch einen Mittellinienschnitt wurde die rechte A. carotis
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communis im Bereich der Bifurkation freigelegt. Die A. pterygopalatinae und proximale Äste der A.
carotis externa wurden ligiert, ebenso die A. carotis externa 1cm distal der Bifurkation. Ein Yasargil-
Klip wurde temporär am proximalen Teil dieser Arterie angebracht und ein Polyurethan-Katheter
(PE 10) eingeführt und fixiert. Nach Entfernung des Klips wurde über diesen Katheter zunächst
Bradykinin-Acetat mit einer Infusionspumpe (Medfusion Syst., Norcross, GA; 10µg/kg über 10
Minuten) oder NaCl retrograd in die A. carotis interna der tumortragenden Hemisphäre injiziert,
unmittelbar gefolgt von einer Bolus-Injektion MION (10mg Fe/kg MION). Es wurden 2 Gruppen
gebildet, die entweder Bradykinin und MION (n=5) oder NaCl und MION (n=5) erhielten. Bradykinin-
Acetat (Sigma, St.Louis, MO, USA) war vorher in einer Konzentration von 25mg/ml in NaCl aufge-
löst und unmittelbar bis kurz vor der Injektion auf Eis gelagert worden. Zur Injektion wurde die
Lösung auf 37O C erwärmt. Nach Enfernung des Katheters wurde die A. carotis externa ligiert und
die Haut verschlossen. Die Tiere wurden 12 hrs nach Injektion im MR untersucht.
6. 2. 2. MR-Technik
Alle 5 Tiere aus jeder Gruppe wurden 12 hrs nach experimenteller Öffnung der BTS
kernspintomographisch untersucht: dazu wurden die Ratten erneut anästhesiert und auf einer
Plexiglasplatte fixiert. Die MR-Untersuchungen wurden mit einem 1,5 -Tesla Magneten (General
Electric Medical Systems, Milwaukee, WI, USA) durchgeführt, wobei eine 3-inch Oberflächen-
spule benutzt wurde. Es wurden koronare T1-gewichtete SE-Sequenzen (TR 300 msec, TE 17
msec, 256x192 Matrix, 8 cm FOV,  3mm Schnittdicke), koronare Protonen- und T2-gewichtete SE-
Sequenzen (TR 1500msec, TE 40/80 msec, 256x128 Matrix, 8 cm FOV, 3mm Schnittdicke) ge-
wählt.
6. 2. 3. Histologie
Unmittelbar nach der kernspintomographischen Untersuchung wurden die Tiere mit einer Über-
dosis Phenobarbital getötet und anschließend zuerst mit Kochsalz (250ml), dann mit gepuffertem
Formalin (250ml, 10%) perfundiert. Die entnommenen Gehirne wurden über Nacht in Formalin
nachfixiert, in Paraffin eingebettet und anschließend in 6µm dünne Scheiben geschnitten (Rei-
chert-Jung, Nussloch, Germany). Es wurden Eisenfärbungen nach Perls’ angefertigt (Inkubation
in 2% HCl und 2% Potassium Ferrozyanid) mit zusätzlicher Verstärkung durch DAB (Inkubation
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für 30 Minuten in 0,5% Diaminobenzidine mit 1% H2O2) und Kernechtrot-Gegenfärbung (223). Zur
sicheren Visualisierung von Tumorzellen wurden die Tumore histochemisch unter Benutzung von
X-Gal Substrat gefärbt  (224). ß-Galaktosidase exprimierende Tumorzellen zeigen sich blau ge-
färbt, während normale Glia ungefärbt bleibt.
Zur Quantifizerung der MION-Aufnahme im Gewebe wurde eine Gruppe von jeweils 5 tumor-
tragenden Tieren (9L) mit und ohne Bradykinin-Injektion histologisch miteinander verglichen. Die
Auswertung wurde von zwei verschiedenen Untersuchern im Rahmen einer Blindstudie durchge-
führt. Es wurden jeweils Areale im Zentrum und in der Peripherie des Tumors mit der dichtesten
Eisenphagozytose ausgewertet. Dazu wurde bei einer Vergrößerung von X 400 jeweils die Anzahl
der eisenhaltigen Tumorzellen - bezogen auf 1000 Tumorzellen -gezählt.
6. 3. Ergebnisse
6. 3. 1. MR-Morphologie
Kernspintomographisch konnte kein wesentlicher Unterschied zwischen der Gruppe, welche mit
Bradykinin behandelt wurde, und der Gruppe, bei der kein Bradykinin injiziert wurde, festgestellt
werden. Ähnlich den in Kapitel 3. 3. 1. beschriebenen Veränderungen zeigten sich auch in dieser
Untersuchung Tumore, welche bevorzugt in den T2 gewichteten Sequenzen zum Teil ringartig
eine zentralarme Region in der Tumorperipherie aufwiesen mit einem signalintensen Zentrum. Bei
einigen Tieren zeigten sich eher homogene Signalverluste über den gesamten Tumor.
6. 3. 2. Histologie
Nach alleiniger intraarterieller Injektion von MION 46 in die A. carotis zeigte sich eine hohe Dichte
von eisenpositiven Zellen in der Peripherie des Tumors (43,3 ± 8,0 %). Im Zentrum des Tumors
waren weitaus weniger Zellen Eisen-positiv, (durchschnittlich 7,0 ± 3,2 %). Nach Bradykinin-Infu-
sion in die Arteria carotis und anschließender MION-Gabe war in der Tumorperipherie kein we-
sentlicher Unterschied zu erkennen: durchschnittlich 45,5 ± 6,5 % der Tumorzellen waren Eisen-
positiv. Ein signifikanter Unterschied in der Zahl der Eisen-positiven Zellen zwischen der Bradykinin/
MION- und der MION-Gruppe zeigte sich in den zentralen Tumorabschnitten (p < 0,01): Nach
Bradykinin-Injektion hatten 40,2 ± 7,2 % der Zellen im Tumorzentrum Eisen phagozytiert, wäh-
rend dieser Anteil bei alleiniger MION-Injektion weniger als 10% betrug (Abb. 31).
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Wesentliche Eisenoxidablagerungen im gesunden Hirngewebe in der Tumorumgebung zeigten
sich nicht.
6. 4. Diskussion
Die BHS bzw. BHTS bei Gliomen ist, verglichen mit dem normalen Gehirn, für Makromoleküle
durchlässig. Allerdings variiert die Permeabilität abhängig vom Tumortyp, auch ist die BHTS inner-
halb eines Tumors äußerst heterogen. Diese unterschiedliche Permeabilität der Tumorgefäße stellt
ein großes Problem für die Tumorbehandlung bei der Gabe von Chemotherapeutika, in jüngster
Zeit aber auch bei der Darreichung von genetischem Material im Rahmen der Gentherapie bei
Gliomen dar. Diese Heterogenität der BHTS ist aber auch ein Problem bei der Anwendung von
diagnostischen Pharmaka (z. B. MR-Kontrastmittel), da diese den Tumor in Arealen mit intakter
BHTS nicht erreichen.
Seit längerem existieren Techniken, die darauf beruhen, über osmotischen Stress für die Endothel-
zellen die BHS bzw. BHTS temporär zu öffnen. Diese wurden sowohl am Tiermodell (255, 256) als
Abb. 31.: Einfluss von Bradykinin auf die BHTS
Die Y-Achse kennzeichnet die Anzahl der Eisen-positiven Zellen/1000 Tumorzellen. Bradykinin-Injektion bewirkt eine Vergrößerung der
Eisenoxidphagozytose im Tumorzentrum, in der Tumorperipherie hat es keinen Einfluss.
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auch am Menschen erprobt (257). Mit solchen Methoden wird für einen Zeitraum von ca. 2 hrs die
BHS/BHTS innerhalb des Tumors, innerhalb des Gewebes welches an den Tumor grenzt, aber
auch in Hirnregionen, welche weit von dem Tumor entfernt sind, geöffnet (258) (259). Damit ge-
lingt es, Pharmaka in den Tumor aber auch in gesundes Hirnparenchym zu schleusen. Diese
Beeinträchtigung des normalen Hirngewebes nach temporärer BHS-/BHTS-Öffnung, kann jedoch
- als unerwünschte Nebenwirkung - zu neurologischen Symptomen (z. B. zerebraler Krampfan-
fall), aber auch zu nicht gewollten toxischen Effekten auf das gesunde Hirnparenchym führen. Bei
experimentellen Gliomen bewirkt die temporäre Schrankenöffnung mittels Mannitol einen zehnfa-
chen Anstieg von bestimmten BHS-Tracern innerhalb der Tumorumgebung, jedoch nur einen 25
%igen Anstieg im Tumorgewebe selbst (260).
Neben Mannitol als osmotisch wirksame Substanz sind eine Reihe von Pharmaka bekannt, wel-
che ebenfalls die Permeabilität von Hirngefäßen und Hirntumorgefäßen beeinträchtigen, so
Leukotriene C4, Histamin, Interferon β, Tumornekrosefaktor α und Bradykinin (254). Inamura und
Black konnten an RG2-Gliomen zeigen, dass nach Bradykinin-Gabe bestimmte BHS-Tracer un-
terschiedlicher Molekülgröße (z. B. Evans-Blue, HRP) innerhalb des Tumors um ein Vielfaches
erhöht sind, während diese im umgebenden Hirngewebe nicht nachweisbar waren (254). Auch
die vorliegenden Ergebnisse an einem 9L-Gliosarkom bestätigten diese Beobachtungen, in dem
sich zeigen ließ, dass auch magnetische MR-Marker nach Bradykinin-Injektion im Tumorgewebe
selbst um ein Vielfaches ansteigen, während das gesunde Hirngewebe in der Tumornachbarschaft
nicht betroffen ist. Nach den vorliegenden Ergebnissen ist der Bradykinin Einfluss hauptsächlich
im Tumorzentrum nachweisbar, während die Tumorperipherie unbeeinträchtigt bleibt (261). Ne-
ben Bradykinin wurden ähnliche Ergebnisse auch mit dem selektiven Bradykinin B2-Agonisten
RMP-7 beschrieben (262), auch präklinische Untersuchungen sind mittlerweile mit dieser Sub-
stanz beschrieben (263). Die Untersuchungen zeigen, dass Bradykinin und sein Agonist RMP-7
abhängig von der Dosis selektiv auf die Tumorgefäße, aber auch auf die Blutgefäße in der Tumor-
umgebung wirkt. Dabei werden bei hohen Bradykinin-Konzentrationen auch die Gefäße des nor-
malen Hirnparenchyms bezüglich ihrer Permeabilität beeinträchtigt, während bei niedrigen
Bradykinin-Konzentrationen ausschließlich eine Wirkung auf die Tumorgefäße erzielt wird (254,
264). Der Wirkungsmechanismus ist dabei möglicherweise über eine Aktivierung des Bradykinin
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B2-Rezeptoren auf den Endothelzellen zu erklären, wobei auch Nitric Oxide eine Rolle zu spielen
scheint (265). Die Tatsache, dass Bradykinin keine Wirkung bei einem experimentellen Modell
einer intrazerebralen LX1-Karzinommetastase zeigt (266), weist auf das Fehlen von Bradykinin
B2-Rezeptoren auf diesen Tumoren hin.
Zusammenfassend zeigen die vorliegenden Ergebnisse, dass mit pharmakologischen Methoden
bei Gliomen selektiv auch die BHTS geöffnet werden kann, um Eisenoxide auch in Tumorregionen
zu transportieren, die primär noch eine intakte BHTS haben. Inwieweit solche Strategien eine
gezieltere MR-Bildgebung auch von Tumorregionen in der Peripherie, die z. Zt. mit Kontrastmittel
noch nicht zu erreichen sind, bewirken, kann mit den vorliegenden Untersuchungen derzeit nicht
sicher beurteilt werden und muss durch weiterführende Untersuchungen abgeklärt werden.
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 7. Untersuchungen zum Transferrin-Rezeptor Shuttle
 7. 1. Fragestellung
Es ist bekannt, dass Tumorzellen in hoher Dichte Transferrinrezeptoren besitzen (267) (268).
Darüber hinaus zeigen auch Hirnkapillaren einen sehr dichten Besatz an Transferrinrezeptoren.
Physiologischerweise dienen diese Rezeptoren dazu, Eisen, welches an Transferrin gebunden
ist, in das Hirngewebe zu schleusen. Vor diesem Hintergrund wurde ein Transferrinrezeptor-ver-
mittelter Transport von Therapeutika über die intakte Blut-Hirn-Schranke beschrieben (269).
In dem folgenden Teilprojekt soll am experimentellen Gliommodell und an Zellkulturexperimenten
die Frage geklärt werden, ob die Konjugation von Transferrin an superparamagnetische Eisenoxi-
de (USPIO) die Tumorzellspezifität dieser Kontrastmittel für Gliomzellen erhöht und ob diese
Transferrinbindung den Eisenoxiden erlaubt, eine intakte Blut-Hirn-Schranke zu überwinden, ohne
dass die BHS/BHTS, wie im vorausgegangenen Kapitel beschrieben, vorher experimentell geöff-
net wurde.
7. 2. Material und Methoden
7. 2. 1. Modell
Bei männlichen F-344 Ratten (n = 26) wurden, wie in Kapitel 3. 2. 1. beschrieben, intrazerebrale
Tumoren erzeugt, indem entweder die Zelllinie 9L (n = 8) oder C6 (n = 17) intrazerebral implantiert
wurde. Zusätzlich wurde ausschließlich für histologische Zwecke bei jeweils zwei Ratten eine C6-
Zelllinie auf gleiche Weise implantiert, die mit X-Gal bzw. GFP transfiziert war. (Die GFP transfizierte
Zelllinie war freundlicherweise von M. Synowitz aus dem Labor von H. Kettenmann, AG Zelluläre
Neurowissenschaften, Max-Delbrück-Centrum für Molekulare Medizin Berlin-Buch, zur Verfügung
gestellt worden).
7. 2. 2. Transferrin-Konjugation
Im Gegensatz zu den zuvor beschriebenen Untersuchungen wurde in dieser Untersuchungsreihe
USPIO (Ultrasmall SuperParamagnetic Iron Oxides) als Grundsubstanz an Stelle von MION ver-
wandt. Bei USPIO handelt es sich um ein Eisenoxid, welches mit einer Carboxydextranhülle um-
geben ist; im Gegensatz zu MION, welches aus einem einzelnen Eisenoxidkristall im Kern be-
steht, setzt sich USPIO aus multiplen zentralen Eisen-Kristallaggregaten zusammen.
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An USPIO wurde Transferrin gekoppelt. Dazu wurden USPIO mit Periodat für die Bindung des
Transferrin an die Carboxydextranhülle aktiviert. Diese aktivierten USPIO wurden dann an
Transferrin kovalent gekoppelt und die Schiff‘’sche Base stabilisiert. Details der Synthese und der
pharmakokinetischen Eigenschaften von Tf-USPIO sind an anderer Stelle beschrieben (270). (Tf-
USPIO wurde freundlicherweise von M. Kresse, Institut für Diagnostikforschung GmbH an der FU
Berlin, zur Verfügung gestellt). Zusammengefasst hatten die angewandten Tf-USPIO-Partikel ei-
nen Durchmesser von 36 nm (gemessen mit DLS), wobei der Kern einen Durchmesser von 5 nm
(bestimmt durch TEM) aufwies. Für die R1-Relaxationen ergaben sich Werte von 23 l/mmol s und
für die R2-Relaxationen von 52 l/mmol s (gemessen mit 0,47 T bei 370C). Die Bluthalbwertszeit
betrug bei der Ratte für diese Verbindung 17 min. Für die immunfluoreszenzmikroskopischen
Untersuchungen wurden bei drei Tieren Tf-USPIO-Verbindungen benutzt, welche mit Texas-Red-
Hydrazid (Molecular Probes, Eugene, OR, USA) markiert waren.
7. 2. 3. MR-Technik, Bildanalyse
Die Untersuchungen wurden an einem 2,35 T Magneten (Bruker BioSpec, Ettlingen), ausgestattet
mit einem MSLX11-System und einer Birdcage-Spule mit einem Innendurchmesser von 6 cm,
durchgeführt. Zur Bestimmung der Tumorgröße wurden die Tiere erstmals 12 bis 19 ds nach der
Tumorinokulation im MR untersucht. Es wurde dazu jeweils eine T2-gewichtete Sequenz (TR/TE
= 400/40 ms, RARE-Faktor = 2, FOV = 8, 4 Mittelungen) und eine T1-gewichtete Sequenz (TR/TE
= 400/13 ms, RARE-Faktor = 8, FOV = 8, 4 Mittelungen) nach Injektion von Gd-DTPA (0,2 mmol/
kg) in die Schwanzvene angewandt.
Abhängig von der Tumorgröße bei den initialen MR-Untersuchungen wurden die Tiere zwischen
14 und 20 ds nach der Tumorimplantation erneut im MR untersucht. Es wurde zunächst eine T2-
gewichtete Sequenz (TR/TE 4000/40 ms) in transversaler Schnittführung angewandt. Anschlie-
ßend wurden die Tiere mit den unterschiedlichen USPIO-Verbindungen i.v. injiziert. Eine Gruppe
von Tieren erhielt 0,4 mmol/kg Körpergewicht Tf-USPIO (n=13) während eine Kontrollgruppe (n=6)
in der gleichen Dosis unkonjugierte USPIO erhielt. Im Abstand von 0, 15, 30 und 60 Minuten nach
der Injektion wurden die Tiere erneut kernspintomographisch untersucht, wobei eine koronare T2-
gewichtete Sequenz (s. oben) direkt durch die größte Tumorfläche gewählt wurde.
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Ausschließlich für histologische Zwecke wurde bei einzelnen Tieren nur Transferrin (n = 3),
Transferrin-Bodipy (n=3) oder Transferrin-Texas-Red-Hydrazid (n=2) injiziert.
Zur Bildanalyse wurden die MR-Aufnahmen auf einen Macintosh-Computer übertragen. Die Än-
derungen in der Signalintensität wurden in „regions of interest“ (ROI) jeweils im Zentrum des Tu-
mors und im gesunden Hirnparenchym der kontralateralen Hemisphäre in Abhängigkeit von der
Zeit gemessen.
Unmittelbar nach der letzten MR-Untersuchung wurden die Tiere durch eine Überdosis von
Phenobarbital getötet, gleichzeitig über das linke Herz zunächst mit 250 ml NaCl und anschlie-
ßend mit 250 ml Phosphat gepuffertem Formalin (10 %) perfusionsfixiert. Die Gehirne wurden
entnommen, für 24 hrs in 10 % Formalin gelagert und anschließend tiefgefroren.
7. 2. 4. Histologie
Die tiefgefrorenen Gehirne wurden in 6µm dicken koronaren Schnitten im Kryrostat geschnitten
und mittels  Eisenfärbungen und Hämatoxilin Eosin gefärbt (siehe Kapitel 2.2.3). Repräsentative
Schnitte eines jeden Gehirns wurden immunhistochemisch mit einem Antikörper gegen Transferrin
(B-G24, Serotec; Deutschland) gefärbt. Details der immunhistochemischen Methode sind anders-
wo beschrieben (271). Zusammengefasst wurden die Schnitte mit 10 % Ziegenserum und an-
schließend über Nacht bei Raumtemperatur mit dem Primärantikörper gegen TF (Verdünnung
1:1000) inkubiert. Nach Spülung wurden sie mit einem Ziegen-anti-Kaninchen-Serum bei Raum-
temperatur für 30 Minuten inkubiert, nach erneuter Spülung erfolgte die Inkubation mit dem Avidin-
Biotin-Peroxydase-Komplex (ABC-Kit, Vektor Laboratories, Burlingame, CA, USA). Die Peroxyd-
aseaktivität wurde anschließend durch Entwicklung mit DAB für 45 Sekunden sichtbar gemacht.
Für die Immunfluoreszenzmikroskopie von Tieren, die Tf-BODIPY, Texas-Red-Hydrazid-USPIO
oder Bodipy-Tf-USPIO injiziert bekamen, wurden zusätzliche Gefrierschnitte angefertigt ohne jeg-
liche Art von Gegenfärbung.
Die Gehirne mit den X-Gal-transfizierten Zelllinien als Tumorimplantate wurden für β-Galaktosidase
gefärbt (224).
7. 2. 5. ICP-AES
Für die Zellkulturexperimente zur Aufnahme von Transferrin-konjugierten Eisenoxiden verglichen
mit nicht-Transferrin-konjugierten Eisenoxiden wurde die Gliom-Zelllinie C6 und die Gliosarkom-
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Zelllinie 9L benutzt. Die Zelllinien wurden unter den üblichen Kulturbedingungen in DMEM (Gibco
BRL, Eggenstein, Deutschland) mit 10 % fötalem Kälberserum unter wöchentlicher Passage kul-
tiviert.
Für die Zellaufnahmeexperimente wurden die Zellen in 6225 cm³ Kulturflaschen am Wachsen
gehalten, bis sie konfluierten. Anschließend wurden das Kulturmedium abgesaugt und die Zellen
in PBS gespült. Jeweils zwei Flaschen einer jeden Zelllinie wurden entweder mit 30 ml Medium,
welches 1 mM USPIO (Gruppe 1), 1 mM Tf-USPIO (Gruppe 2) oder ausschließlich reguläres
Medium enthielt (Gruppe 3), beschichtet. Die Flaschen wurden für eine Stunde bei 37 ° und 5 %
CO2 inkubiert. Anschließend nach der Inkubation wurde das Medium entfernt und die Zellen drei-
mal mit PBS gespült. Die Zellen wurden trypsiniert und zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wur-
de den Zellen erneut 5 ml PPS zugegeben. Anschließend wurde die Eisenkonzentration in vitro
mittels ICP-AES („induced coupled plasma atomic emission spectroscopy“) bestimmt (272, 273).
7. 3. Ergebnisse
7. 3. 1. Histologie
Die Tumore wiesen eine Größe zwischen 3 und 6 mm auf. In der HE Färbung zeigten beide
Tumorarten einen meist scharfen Rand. Im Unterschied dazu zeigte sich in der X-Gal-Färbung,
dass die Tumore an einigen Stellen infiltrativ in das umgebende Gehirn wuchsen, wobei sich die
Tumorzellen hauptsächlich entlang von Gefäßen in das Gehirn ausbreiteten. Immun- histochemisch
fand sich eine ausgeprägte Transferrin-Expression der Tumorzellen sowohl des C6-Glioms als
auch des 9L-Gliosarkoms. (Abb. 32).
Abb. 32.: Transferrin-Immunhistochemie beim C6-Gliom
Die C6-Tumorzellen zeigen eine ausgeprägte Transferrinrezeptorexpression. Vergrößerung X 500.
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Daneben waren sowohl Blutgefäße des normalen Hirnparenchyms als auch Tumorgefäße positiv
für Transferrin (Abb. 33a). Auch der Plexus choroideus und das Ependym der Ventrikel zeigten
eine deutliche Positivität in der Transferrin-Immunhistochemie (Abb. 33b).
Abb. 33.: Transferrin-Expression auf den Gefäßendothelien der Hirngefäße und dem Ventrikelependym
Transferrin-Expression auf einem (a) Hirngefäß und dem  (b) Ventrikelependym. Transferrin-Immunhistochemie. Vergrößerung X 600 bzw. X
400
a
b
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In den Eisenfärbungen zeigte sich, dass hauptsächlich bei den Tieren, welche Tf-konjugierte Ei-
senoxide erhielten, große Eisenablagerungen in den Endothelzellen von Gefäßen sowohl inner-
halb des Tumors als auch in der Nachbarschaft der Tumorhauptmasse zu finden waren (Abb. 34).
Allerdings hatten solche Endothelzellen auch normale Eisenoxide, welche nicht an Transferrin
gebunden waren, intrazellulär aufgenommen. Darüber hinaus ließen sich Eisenablagerungen auch
in den Tumorzellen selbst hauptsächlich im Bereich der Tumorhauptmasse nachweisen, verein-
zelt waren aber auch Tumorzellen, welche entfernt von der Tumorhauptmasse waren, Eisen-posi-
tiv. Diesbezüglich zeigte sich, ohne allerdings dass dies genau quantifiziert wurde, kein wesentli-
cher Unterschied zwischen den Tieren, welche Transferrin-konjugierte Eisenoxide erhalten hatten
und der Gruppe mit den nicht Transferrin-konjugierten Eisenoxiden. Innerhalb des normalen, nicht
neoplastischen Hirngewebes ließen sich sowohl in der Gruppe der mit USPIO injizierten als auch
der Tf-USPIO injizierten Tiere keine signifikanten Eisenoxidablagerungen finden.
Immunfluoreszenzmikroskopisch bestätigten sich diese Ergebnisse. Eisenoxide waren ausschließ-
lich im Bereich in Tumorregionen zu finden und nicht im normalen Gewebe. Auch einfaches, nicht
an USPIO gebundenes Transferrin war nur innerhalb der Tumore und in den Gefäßendothel-
zellen, nicht jedoch im gesunden Hirnparenchym zu finden.
Abb. 34.: Eisenoxidaufnahme in den Gefäßendothelzellen
Ausgeprägte Eisenoxidaufnahme bei einem C6-Gliom in den Gefäßendothelien und in den benachbarten Tumorzellen nach Gabe von Tf-
USPiO. ß-Galaktosidase-Färbung (a), DAB-verstärkte Eisenfärbung (b). Vergrößerung X 500.
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7. 3. 2. ICP-AES
Mittels ICP-AES wurde an den zwei Gliom-Zelllinien (9L und C6) quantitativ in vitro die intrazellu-
läre Eisenaufnahme nach Inkubation von USPIO (Gruppe 1) und Tf-USPIO (Gruppe 2) bestimmt
und miteinander verglichen. In einer Kontrollgruppe (Gruppe 3) wurden die Zellen ausschließlich
mit Zellkulturmedium inkubiert.
Es ergaben sich folgende Ergebnisse:
C6-Zelllinie: Gruppe 1: 11,05 µg Fe
Gruppe 2: 22,3 µg Fe
Gruppe 3: 7,30 µg Fe
9L-Zelllinie: Gruppe 1: 8,85 µg Fe
Gruppe 2: 31,6 µg Fe
Gruppe 3: 5,25 µg Fe
Wurde die Gruppe 3 (physiologischer Eisengehalt innerhalb der Zelle) von den zwei anderen
Gruppen subtrahiert, so ergab sich eine zusätzliche Eisenaufnahme für die zwei Zelllinien nach
Inkubation mit den zwei Eisenoxidpräparationen von:
Eisenaufnahme C6: 3,75 µg Fe nach USPIO und 15,0 µg Fe nach Tf-USPIO-Inkubation
Eisenaufnahme 9L: 3,60 µg Fe nach USPIO und 26,35 µg Fe nach Tf-USPIO-Inkubation
Insgesamt wiesen also die C 6-Zellen nach Inkubation mit Transferrin-markierten USPIO eine 4-
fach höhere Aufnahme auf, verglichen mit nicht gelabelten USPIO. Bei den 9 L-Zellen war diese
Aufnahme von Transferrin-gelabelten USPIO sogar um das 7,3-fache erhöht (Abb. 35).
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7. 3. 3. MR-Bildgebung
Sowohl nach Injektion von USPIO als auch von Transferrin-markierten USPIO kam es in den
Tumoren zu einem schnellen und lang anhaltenden Signalverlust. Auch im normalen Hirngewebe
kontralateral des Tumors kam es zu einem Signalabfall, der jedoch, verglichen mit dem Tumor-
gewebe, deutlich geringer ausfiel.
Dieser Signalabfall nach Eisenoxid-Injektion zeigte sich in beiden Gruppen gleichermaßen, es
ließ sich bei dem angewandten Untersuchungsprotokoll kein Unterschied im Signalverhalten zwi-
schen den mit USPIO und den Tf-USPIO injizierten Tieren messen.
7. 4. Diskussion
In einem experimentellen Rattenmodell und in vitro sollte die Frage geklärt werden, ob die Konju-
gation von Transferrin an ultrakleine superparamagnetische Eisenoxide (USPIO) die
Tumorzellspezifität dieser Kontrastmittel für Gliomzellen erhöht und ob diese Transferrinbindung
Abb. 35.: Tf-USPIO und USPIO Aufnahme in C6- und 9L-Zellen
Tf-USPIO wird, verglichen mit unkonjugiertem USPIO, in beiden Zelllinien in signifikant höherem Maße aufgenommen. ICP-AES-Messung.
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den Eisenoxiden erlaubt, eine intakte BHS zu überwinden, um z.B. an versprengte Tumorzellinseln
zu gelangen, in deren Umgebung die BHS normalerweise noch nicht zerstört ist.
Die Ergebnisse zeigen, dass auch bei den angewandten Gliomzellen C6 und 9L eine hohe Dichte
an Transferrinrezeptoren zu finden ist. Dies steht in Einklang mit Untersuchungen von anderen
Autoren, die sowohl bei verschiedenen Karzinomen, aber auch bei Sarkomen und Tumoren des
hämatopoetischen Systems einen hohen Besatz an Transferrinrezeptoren auf Tumorzellen nach-
wiesen (268, 267).
Ferner ließ sich in den eigenen in vivo Untersuchungen eindeutig belegen, dass USPIO, wenn es
an Transferrin gebunden wird, nach i.v.-Injektion in großen Mengen sowohl von den Gefäß-
endothelien als auch von den benachbarten Tumorzellen intrazellulär aufgenommen werden.
Quantitative Zellkulturuntersuchungen an jeweils einer C6- und 9L-Zelllinie ergaben eine 3.3 bzw.
6.9 fach höhere Aufnahme von Transferrin konjugierten Eisenpartikeln, verglichen mit unkonjugierten
Partikeln, die in wesentlich geringerem Maße aufgenommen wurden. Diese deutlich höhere intra-
zelluläre Aufnahme der Transferrin-gelabelten Partikel aus den in vitro Untersuchungen fand je-
doch kein Korrelat in den entsprechenden MR-Untersuchungen: unabhängig ob mit oder ohne
Transferrin führte die i.v. Injektion von USPIO innerhalb der Gliome zu einer ausgeprägten Signal-
minderung, wie es auch schon aus vorangegangenen Untersuchungen mit ungebundenen
Eisenoxidpartikeln bekannt war (s. Kapitel 3). Dem gegenüber stehen Untersuchungen von Kres-
se und Mitarbeitern, die bei einer Karzinom-Zelllinie in vitro ebenfalls eine deutlich höhere intrazel-
luläre Aufnahme von Tf-gebundenen Eisenoxidpartikeln fanden, jedoch – im Gegensatz zu den
vorliegenden Untersuchungen - gleichzeitig auch in den MR-Untersuchungen einen signifikant
stärkeren Signalverlust nach Injektion der Tf-gelabelten Partikel beobachteten (207). Allerdings
handelt es sich bei der angesprochenen Studie um Untersuchungen an Karzinomen, welche in
die Flanke von Tieren implantiert wurden. Insbesondere die fehlende BHS/BHTS unterscheidet
dieses Model von den eigenen Untersuchungen und dürfte in diesem Zusammenhang eine nicht
unwesentliche Bedeutung haben. Dennoch handelt es sich bei den eigenen Untersuchungen dies-
bezüglich nur um erste Ergebnisse, insbesondere die z. T. gegensätzlichen Ergebnisse zu den
erwähnten Untersuchungen anderer sollten Anlass sein, diesen experimentellen Ansatz in modifi-
zierten, insbesondere dynamischen MR-Untersuchungen, weiterzuführen.
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Auch auf den Endothelzellen von Hirnkapillaren befinden sich Transferrinrezeptoren in hoher Dichte
(274, 275, 276), während sie auf Kapillaren außerhalb des Gehirns etwas weniger dicht gestreut
sind (274). Physiologischerweise dienen diese Transferrinrezeptoren im Gehirn dazu, Eisen, wel-
ches an sein Transportprotein Transferrin gekoppelt ist, über die BHS in das Hirngewebe zu schleu-
sen. Außerhalb des Gehirns ist ein solcher aktiver, Rezeptor vermittelter Transport nicht notwen-
dig, da hier keine der BHS vergleichbaren Strukturen vorhanden sind und die Gefäße für eisen-
beladenes Transferrin permeabel sind. Dass es sich bei dem Eisentransport in das Hirngewebe
um Endozytose handelt, konnte sowohl durch in vitro (277) als auch in vivo Untersuchungen (278)
gezeigt werden. Dabei wird das gebundene Transferrin innerhalb weniger Sekunden bis Minuten
internalisiert (279, 280). Die Zahl der Rezeptoren auf den Endothelzellen des Gehirns ist mit 105
relativ hoch (281). Auch die vorliegenden Untersuchungen bestätigen eine starke Expression von
Transferrinrezeptoren sowohl auf den Endothelzellen des Rattengehirns als auch auf den Endothel-
zellen innerhalb der implantierten Gliom-Zelllinie C6 und 9L.
Allerdings bestand eine dem Projekt zugrunde liegende Frage u.a. darin, inwieweit der beschrie-
bene Tranferrinrezeptorenbesatz genutzt werden kann, um die Invasionszone von Gliomen bes-
ser kernspintomographisch darzustellen. Im Anfangsstadium der Zellinvasion bei Gliomen ist die
BHS/BHTS noch intakt. Die häufig in der Gefäßumgebung abgesiedelten ersten Tumorzellnester
sind daher mit Gd-DTPA, welches die Gefäße nur bei erfolgter Schrankenstörung verlässt, noch
nicht zu erfassen. Systematische Untersuchungen, ab welcher Stufe genau die Zellinvasion die
BHS/BHTS beeinträchtigt und diese damit für Gd-DTPA passierbar ist, gibt es nicht. In der Vergan-
genheit wurde der Tranferrinrezeptor als Shuttle benutzt, um meist therapeutische Pharmaka in
Zellsysteme zu schleusen. So sind Arbeiten publiziert, in denen das Transferrinrezeptor vermittel-
te Transportsystem dazu benutzt wurde, um neuroaktive Peptide und Proteine über die BHS zu
schleusen (269, 282). Auch weiß man, dass über den Transferrinrezeptor größere Moleküle wie
IgG (Molekulargewicht 150 000 Da) geschleust werden oder zumindest an ihm binden (IgM, Mo-
lekulargewicht 900 000 Da) (280).
Die Umsetzung allerdings dieses bisher nur therapeutisch genutzten Konzeptes auch für diagno-
stische Zwecke war in den eigenen Untersuchungen nicht möglich. Es gelang nicht, Tf-USPIO
über die intakte BHS/BHTS zu schleusen. Die Ursachen hierfür sind bislang unklar.
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Zusammengefasst zeigen diese Untersuchungen, dass die Konjugation von Tf an Eisenoxide die
spezifische Aufnahme von solchen Eisenoxidpartikeln in die Tumorzelle und in die Endothelzellen
von Gefäßen signifikant erhöhen kann. Dies kann Vorteile bei einer mehr spezifischen MR-Dar-
stellung von Tumoren bringen, lies sich jedoch in der vorliegenden Studie an experimentellen
Gliomen noch nicht zeigen. Auch lies sich die BHS/BHTS mit solchen Konjugaten nicht umgehen.
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 8. Untersuchungen zur Gliomangiogenese
 8. 1. Fragestellung
Die Angiogenese spielt eine bedeutende Rolle bei der Entstehung von Gliomen. Ausdruck hierfür
ist, dass Gefäßveränderungen ein wesentliches Kriterium bei der histologischen Klassifikation
und Grading dieser Tumoren sind. Ein Maß für die angiogenetische Aktivität des Tumors ist die
Gefäßdichte; dementsprechend ist es wichtig, das genaue Verteilungsmuster und die Morpholo-
gie (z. B. Permeabilität) von Mikrogefäßen innerhalb des Tumors genau in vivo visualisieren zu
können. Obwohl die MR-Angiographie eine effiziente, nicht-invasive Methode darstellt, ist es mit
ihr derzeit nicht möglich, kleinste Tumorgefäße zu erfassen.
Gegenstand der Untersuchungen in diesem Projektabschnitt ist die in vivo Analyse der
Vaskularisation von experimentellen Gliomen, wobei mittels MRT sowohl das vaskuläre Volumen
der Tumoren als auch die Permeabilität der Tumormikrogefäße dargestellt werden soll. Insbeson-
dere soll die Frage untersucht werden, inwieweit sog. Blut-Pool-Kontrastmittel bzw. die Kombina-
tion von Kontrastmitteln mit unterschiedlicher Molekülgröße geeignet sind, die regionale
Tumorvaskularisation und regionale Permeabilität der Tumorgefäße selektiv darzustellen.
8. 2. Material und Methoden
8. 2. 1. Modell
Männliche F-344-Ratten mit einem Gewicht zwischen 150-250g wurden entweder mit der Gliom-
Zelllinie C6 (n=7) oder der Gliosarkom-Zelllinie 9L (n=18) inokuliert. Die C6-Zelllinie war transfiziert
und exprimierte β-Galaktosidase. Details hierzu wurden bereits in Kapitel 3.2.1. näher beschrie-
ben. Zwischen 12 und 16 Tage nach Tumorimplantation wurden die Tiere kernspintomographisch
untersucht.
8. 2. 2. MR-Technik, Kontrastmittel und Bildanalyse
In einer ersten Gruppe (n=7) wurde das kleinmolekulare KM Gd-DTPA (Gadolinium-
diethylenetriaminepentaacetic-acid, Magnevist, Schering AG, Berlin) in Kombination mit dem
makromolekularen KM MPEG-Pl (Methoxy Polyethylene Glycol-Poly-L-Lysine)-GdDTPA ange-
wandt. Durch aufeinanderfolgende i.v. Bolusinjektion zunächst des großmolekularen und anschlie-
ßender Injektion des kleinmolekularen KM wurde bei den Tumoren die regionale
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Tumorvaskularisation und die Permeabilität der Tumorgefäße kernspintomographisch untersucht.
Dazu wurden Tiere mit einem implantierten C6-Gliom untersucht. Die MR-Untersuchungen wur-
den an einem 1,5 -T Magneten (General Electric Medical Systems, Milwaukee, WI, USA) durchge-
führt, wobei eine 3-inch-Oberflächenspule benutzt wurde. Für die MR Untersuchungen wurden
die Ratten durch eine intraperitoneale Injektion von Phenobarbital (65mg/kg) anästhesiert und auf
einer Plexiglasplatte fixiert. Die KM wurden jeweils im Bolus gespritzt und anschließend dynami-
sche MR-Untersuchungen durchgeführt. Nach einem sagittalen Lokalizer (FSPGR) durch den
Tumor wurden zunächst T2-gewichtete axiale Sequenzen angefertigt (FSE, TR/TE=200/105ms).
Anschließend wurden axiale Präkontrast-Aufnahmen (FSPGR: TR/TE=19.8/4ms, 256x128 Ma-
trix, 2 NEX) angeschlossen. Für 12 Schnitte betrug die Untersuchungszeit 41s. Nach intravenöser
MPEG-Pl-GdDTPA-Injektion (90 mmol Gd/kg) im Bolus wurden dynamische Postkontrast-Aufnah-
men unmittelbar über insgesamt 24 Serien wiederholt. Nach Injektion von Gd-DTPA (90 mmol Gd/
kg) im Bolus wurde die Untersuchungsserie wiederholt.
Bei dem angewandten makromolekularen KM MPEG-Pl-Gd-DTPA handelt es sich um ein Poly-
mer, welches von A. Bogdanov synthetisiert und  von A. Bogdanov (Center for Molecular Imaging
Research, Harvard Medical School, Boston, USA) zur Verfügung gestellt wurde. Es zeichnet sich
durch eine lange Bluthalbwertszeit (bei Ratten ca. 36 hrs) bei hohem Molekulargewicht (MW 560
kDa, Molekülgröße ca. 10 nm) und seine geringe toxische Wirkung aus. Die pharmakokinetischen
und magnetischen Eigenschaften dieses KM sind eingehend untersucht und beschrieben (283).
Dieses KM ist bisher nicht klinisch zugelassen.
Demgegenüber ist Gd-DTPA durch ein wesentlich geringeres MW von 0,583 kDa gekennzeichnet
und seit langem klinisch zugelassen (Molekülgröße < 3 nm, Bluthalbwertszeit bei der Ratte ca. 12
min.) (284, 285). Während bereits 50% dieses kleinmolekularen Markers das Gefäßsystem inner-
halb der ersten Blutpassage verlassen haben, ist dieser Anteil bei dem makromolekularen Marker
als signifikant gering beschrieben (283).
Nach den MR-Untersuchungen wurden die MR-Bilder auf einen Macintosh-Computer übertragen.
Die Änderungen in der Signalintensität wurden in „regions of interest“ (ROI) an verschiedenen
Regionen innerhalb des Tumors (Tumorzentrum, Tumorperipherie, gesundes Hirnparenchym,
arterielles Gefäß) in Abhängigkeit von der Zeit gemessen. Dazu wurde das Programm NIH Image
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(Version 1.61) benutzt. Zusätzlich wurden Maps des vaskulären und des interstitiellen Volumens
durch einfache Bildsubtraktion erstellt.
In einer zweiten Gruppe (n=5) wurde an 9L-Gliomen Gd-DTPA (Magnevist, Schering AG, Berlin)
in Kombination mit dem makromolekularen KM Gadomer-17 angewandt. Auch hier wurde nach
Injektion des großmolekularen und anschließend des kleinmolekularen KM die regionale
Tumorvaskularisation und die Permeabilität der Tumorgefäße kernspintomographisch analysiert.
Die Untersuchungen wurden an einem 2,35 T Magneten (Bruker Biospec) durchgeführt, welcher
mit aktiv abgeschirmten Gradientenspulen und einer Birdcage-Spule mit einem Innendurchmesser
von 6 cm als Sende- und Empfängerspule ausgestattet war. Für die Untersuchungen wurden die
Ratten mit Ketamin/Rompun im Verhältnis 2:1 (100µl/100g) anästhesiert und auf einem halbierten
Plexiglasrohr fixiert. Ähnlich wie oben beschrieben, wurden die KM jeweils als Bolus nacheinan-
der im Abstand von 15 min während der dynamischen Messung in die Schwanzvene appliziert.
Zunächst wurde mit einer T2-gewichteten RARE-Sequenz (TR/TE 2500/13 ms, RF 16) der Tumor
und das umgebene Ödem lokalisiert. Für die dynamische Untersuchung wurde eine Inversion
Recovery Snapshot FLASH-Sequenz (TR/TE/TI 5,3/3,2/200 ms, Matrix 128X128, FOV 7,82 cm)
benutzt. Unmittelbar nach 10 s Baselineakquisition wurde Gadomer-17 (50 µmol/kg), nach 15
Minuten Gd-DTPA (50 µmol/kg) injiziert. Nach zwei Minuten wurde die Anzahl der Mittlungen für
weitere 28 min von 1 auf 60 erhöht. Anschließend wurde eine ebenfalls koronare T1-gewichtete
konventionelle, nicht dynamische Sequenz (RARE, TR/TE 400/13 ms, Matrix 256X256, FOV 6
cm) benutzt.
Bei dem angewandten makromolekularen Gadomer-17 handelt es sich um ein synthetisches
Gadolinium-Chelat mit einem Molekulargewicht von ca. 35 kD und einer Bluthalbwertszeit von 2,4
hrs. (persönliche Mitteilung Dr. H.-J. Weinmann). Dieses KM, welches noch nicht klinisch zugelas-
sen ist, wurde freundlicherweise von Dr. H.-J. Weinmann (Schering AG, Berlin) überlassen.
Die MR-Daten wurden nach den Messungen auf einen Power Macintosh 7300/200 importiert. Das
Signal-Zeit-Verhalten wurde mit dem Programm NIH Image 1.61 in verschiedenen ROIs des Ratten-
hirns (Tumorzentrum, Tumorperipherie, gesundes Hirnparenchym, arterielles Gefäß) ermittelt.
Zusätzlich wurden Maps des vaskulären Volumens (VVF) und des interstitiellen Volumens (IVF)
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durch Bildsubtraktion erstellt.
In einer dritten Gruppe wurde zur Visualisierung der Vaskularisation von 9L-Gliomen (n=5) nur
Gadomer-17® angewandt. Die Tumore wurden mittels dynamischer MRT untersucht.
Die Untersuchungen wurden, wie die der Gruppe 2 und 4, ebenfalls an dem 2,35 T Magneten
(Bruker Biospec, 6 cm Birdcage-Spule) durchgeführt, die Tiere wurden für die MR-Untersuchun-
gen in gleicher Weise anästhesiert und gelagert.
Zur Lokalisation des Tumors wurde zunächst eine T2-gewichtete RARE-Sequenz (TR/TE 2500/
13, RF 16) und eine T1-gewichtet RARE-Sequenz als Präkontrast-Aufnahme (RARE, TR/TE 400/
13 ms, Matrix 256 X 256, FOV 6 cm) benutzt. Anschließend wurden die Tiere dynamisch unter
Verwendung einer Inversion Recovery Snapshot FLASH-Sequenz (TR/TE/TI 5,3/3,2/200 ms, Matrix
128 X 28, FOV 7,82 cm) untersucht. Dazu wurde Gadomer-17® im Bolus injiziert, anschließend
wurden im Abstand von jeweils einer Sekunde MR-Aufnahmen durchgeführt. Als Postkontrast-
Aufnahme wurde die oben erwähnte T1-gewichtete Sequenz wiederholt.
Zur Bildanalyse waren Daten aus Voruntersuchungen nötig: Um die Kontrastmittelkonzentration
in den Blutgefäßen messen zu können, wurden mit Hilfe von dynamischen Phantom-Durchfluss-
Messungen das Signal in Abhängigkeit von der Kontrastmittelkonzentration gemessen und mit
dem Produkt einer asymptotischen und einer abfallenden Exponentialfunktion angepasst (s. Kapi-
tel 8.3.1.). Mit Hilfe eines pharmakokinetischen Modells, welches einen Nettofluss des KM zwi-
schen zwei Kompartimenten definiert, wurde das vaskuläre Volumen CBV berechnet. Dabei gilt
für die Extravasation des Kontrastmittels in das Interstitium folgende Ratengleichung:
= P ( Cp - Ci  ), (1)
wobei Ci die Kontrastmittelkonzentration im interstitiellen Raum, Cp die Kontrastmittel-Konzentra-
tion im vaskulären Volumen, P die Permeabilität der Blut-Hirn-Schranke für das KM, S die Oberflä-
che des Blutgefäße und Vi das Volumen des interstitiellen Raumes ist. Durch die Annahme eines
mittleren Gefäßdurchmessers     und der Substitution S=2Vb/r mit Vb als Volumen des vaskulärenr
dCi
dt
S
Vi
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Raumes kann das relative vaskuläre Volumen berechnet werden. Dazu wurden aus den Bildern
der dynamischen Sequenz die Signal-Zeit-Verläufe zweier Blutgefäße erstellt. Relative Perfusions-
parameter wurden dadurch gewonnen, dass das MR-Signal während des ersten Durchgangs des
Kontrastmittelbolus analysiert wurde, in dem eine Regressionsmethode unter Benutzung einer
Gamma-Variat Funktion benutzt wurde:
      C (t) = αc0(t - t0) r exp -ky (t - t0), (2)
mit einer Proportionalitätskonstante a, c0 der Kontrastmitteldosis, t0 dem Zeitpunkt des Signal-
anstiegs bzw. –abfalls, r einem Exponentialfaktor und ky
 
der Ratenkonstante der Signalerholung.
Das zerebrale Blutvolumen (CBV) ist annähernd proportional zur Kontrastmittelkonzentration und
berechnet sich aus der Anpassung des Bolus mit Formel (2). Nach diesem Verfahren wurden
pixelweise Maps mit einem Fortranprogramm berechnet, welche das Blutvolumen für jeden Pixel
wiedergeben.
Die Berechnung der Permeabilitätsmaps ergibt sich aus Formel (1) unter Annahme eines mittleren
Gefäßradius r (dieser Wert wurde aus der Histologie gewonnen), wobei die Gefäßoberfläche
S=2*CBV/r ist. Auf diese Weise wurde auch die Permeabilität (P) pixelweise berechnet und konnte
ebenfalls für jeden Pixel innerhalb des Tumors als „Map“ dargestellt werden.
In einer vierten Gruppe (n=8) wurde zur MR-Darstellung der Vaskularisation von 9L-Gliomen aus-
schließlich eine Eisenoxidpräparation (SPIO, DDM 128) angewandt, die ebenfalls Eigenschaften
eines Blut-Pool-KM besitzt. Auch diese wurden mittels dynamischer MRT untersucht.
Die Untersuchungen und auch die anschließende Bildanalyse wurden ebenfalls an einem 2,35
Tesla Magneten (Bruker Biospec) in gleicher Weise wie die der 3. Gruppe durchgeführt.
Nach der T2-gewichteten Sequenz zur Lokalisation des Tumors wurden die Tiere dynamisch un-
ter Verwendung einer Snapshot FLASH-Sequenz (TR 5,9, TE 3,2 ms, Kippwinkel 7°, Matrix
128 X 128, FOV 6,28 cm) untersucht. Dazu wurde DDM 128 als Bolus injiziert, anschließend
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wurden im Abstand von jeweils einer Sekunde Aufnahmen durchgeführt.
Bei DDM 128 (freundlicherweise überlassen von W. Semmler, Institut für Diagnostikforschung
GmbH an der FU Berlin, jetzt DKFZ Heidelberg) handelt es sich um ein SPIO, welches auf Grund
seiner Molekülgröße von ca. 60 kD ebenfalls zu den Blut-Pool-KM gezählt werden kann. Dieses
Eisenoxid besteht aus einer Carboxydextranhülle und einem zentralen Eisenoxidkern. Details der
Synthese und der pharmakologischen und magnetischen Eigenschaften dieser Verbindung sind
an anderer Stelle im Detail beschrieben (286).
Bei allen vier Gruppen wurden unmittelbar nach der letzten MR-Untersuchung die Tiere durch
eine Überdosis von Phenobarbital getötet, gleichzeitig über das linke Herz zunächst mit 250 ml
NaCl und anschließend mit 250 ml Phosphat gepuffertem Formalin (10 %) perfusionsfixiert. Ein-
zelne Tiere waren nicht perfusionsfixiert, sondern sofort durch eine Überdosis von Phenobarbital
getötet worden. Die Gehirne wurden entnommen, für 24 hrs in 10% Formalin gelagert und an-
schließend tiefgefroren oder in Paraffin eingebettet. In ausgewählten Fällen wurde ein Teil des
tumortragenden Gehirns nicht kryofixiert oder in Paraffin eingebettet, sondern für die Anfertigung
von Vibratomschnitten zunächst in PBS-Puffer gelagert.
8. 2. 3. Histologie
Histologisch wurde bei ausgewählten Tieren aller Gruppen die Tumorvaskularisation mittels Fak-
tor VIII-Immunhistochemie (von Willebrandt-Jürgens) oder Lektin-Histochemie (Isolectin B4) hi-
stologisch dargestellt. Dazu wurde für die Endothel-spezifische Lektin-Färbung ein aus Bandeiraea
Simplicifolia isoliertes, Peroxidase markiertes Lektin (Sigma Chemie) benutzt, auch als Isolectin
B4 bezeichnet. Die in Paraffin eingebetteten Schnitte wurden zunächst in Xylol (3 mal 15 min. in
absteigender Alkoholreihe,100, 96, 80, 70 %) entparaffiniert und anschließend in PBS-Puffer ge-
spült. Nach Trypsinierung (0,1g Trypsin/100 ml H2O) und erneutem Spülen in Spülpuffer (PBS)
wurde die endogene Peroxidase in Methanol gestoppt. Anschließend erfolgte ein erneutes Spülen
in Puffer. Die Endothelmarkierung wurde durchgeführt durch 90-minütige Inkubation der Schnitte
mit dem Lektin (1:500) bei 37°C. Anschließend erneutes Spülen in Spülpuffer. Entwicklung der
Schnitte in AEC (3-Amino-9-Ethylcarbazol, Fa. DAKO, Hamburg) für ca. 20 s. und Gegenfärbung
mit Methylgrün. Anschließend wurden die Schnitte eingedeckelt.
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Bei einem Teil der Schnitte wurden die Gefäße auch mit einem Antikörper gegen Faktor VIII (von
Willebrandt-Jürgens, Fa. DAKO, Hamburg) immunhistochemisch gefärbt. Dazu wurden die Schnitte
in gleicher Weise wie oben beschriebenen vorbehandelt. Die endogenen Proteasen wurden durch
Methanol (5 ml Methanol in 100µl H2O2) geblockt. Anschließend erfolgte die Inkubation mit Normal-
serum für 30 Minuten. Nach Spülung Inkubation mit dem Primärantikörper (verdünnt 1:1000 in
PBS) bei Raumtemperatur für 90 Minuten. Anschließend erneute Spülung in PBS. Entwicklung in
DAB und leichte Gegenfärbung mit Kernechtrot.
Exemplarisch wurde bei einem Tier der 3. Gruppe die Gefäßdichte quantitativ morphometrisch
vermessen, histologisch das CBV bestimmt und mit dem kernspintomographisch ermittelten Wert
korreliert. Dazu wurden jeweils 10 Schnitte aus einem zwei Millimeter Tumor-tragenden Block im
Kryostaten 6µm dick geschnitten, wie oben beschrieben mit Isolectin B4 gefärbt und morphometriert.
Die morphometrische Auswertung dieser Schnitte erfolgte halbautomatisch (Leica Quantimed 600).
Dazu wurde der Interhemissphärenspalt der Schnitte mit der Nord-Süd-Achse des Mikroskops
abgeglichen. Anschließend wurde der Tumor Gesichtsfeld (entsprechend einem Pixel im MR) für
Gesichtsfeld abgerastert, die Gefäße semiautomatisch markiert und die einnehmende Gesamt-
fläche der Gefäße mit einem Computerprogramm berechnet (Das Mophometrie-Programm wurde
freundlicherweise von F. Schäper, Institut für Pathologie der Charité, zur Verfügung gestellt). Die
Gefäßflächen der entsprechenden Gesichtsfelder der 10 Schnitte wurden gemittelt und mit der
Schichtdicke (2mm) multipliziert und in Prozent ausgedrückt , daraus resultierte der berechnete
histologische Wert für VVF. Dieser wurde mit dem radiologisch ermittelten CBV korreliert. Die
Gefäßpermeabilität der Tumorgefäße wurde bei ausgewählten Tieren sowohl über die Verteilung
von Evans Blue als auch immunhistochemisch über die Extravasation von Immunglobulinen un-
terschiedlicher Molekülgröße (IgG, Molekulargewicht 15000; IgM, Molekulargewicht 970 000) un-
tersucht.
Evans Blue war einigen Tieren noch in vivo injiziert worden, die Extravasation in das Gewebe
wurde an 80 µm dicken Vibratomschnitten überprüft.
Für die immunhistochemischen Färbungen mit AK gegen IgG und IgM wurden 6 µm dicke
Kryoschnitte angefertigt. Zunächst wurden die Schnitte mit 10%igem normalen Ziegenserum in
PBS 10 min und dann über Nacht bei Raumtemperatur mit dem primären Kaninchen- Antikörper
(IgG, Fa. DAKO, Hamburg mit einer Verdünnung von 1:500; IgM, Fa. DAKO, Hamburg) mit einer
112III. Experimentelle Untersuchungen - Gliomangiogenese
Verdünnung von 1:500) in PBS inkubiert. Nachdem die Schnitte mit Biotin-gebundenem Ziegen-
Anti-Kaninchen-Serum (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) bei Raumtemperatur für 30
min inkubiert wurden, wurde anschließend die Reaktion mit einem Avidin-Biotin-Peroxydase-Kom-
plex (ABC Kit, Vektor Laboratories, Burlingame, CA, USA) durchgeführt. Die Peroxydaseaktivität
wurde sichtbar gemacht, indem die Schnitte mit DAB (Sigma Chemicals) für 45 bis 60 sec inkubiert
wurden.
Bei den Tieren der 4. Gruppe, welche USPIO bekommen hatten, wurde die intravaskuläre Lokali-
sation der Kontrastmittel bzw. deren Ablagerung im Gewebe histologisch überprüft. Dazu wurden
ausgewählte Schnitte, wie unter 2.2.3. beschrieben, für Eisen gefärbt. Diese Tiere waren zuvor
nicht perfundiert worden.
8. 3. Ergebnisse
8. 3. 1. MR-Bildgebung
Die physiologischen Parameter für Vaskularisation und Gefäßpermeabilität wurden nach den zeit-
abhängigen Signalanreicherungskurven bestimmt.
Abb. 36.: Signalzeitverlauf bei kombinierter MEPG-Pl-Gd-DTPA und Gd-DTPA-Injektion
9L-Gliom nach Injektion zunächst von MPEG-Pl-Gd-DTPA, gefolgt von einer Gd-DTPA-Injektion. Der erste Signalanstieg entspricht dem
Intravaskulärraum und ist über die Zeit konstant; der zweite Signalanstieg spiegelt die Tumorpermeabilität wider, der folgende langsame
Signalabfall entspricht dem Auswascheffekt im Extrazellulärraum. Der Tumor ist im Randbereich stärker vaskularisiert als im Zentrum. Das
normale umgebende Hirngewebe ist geringer als der Tumor vaskularisiert, hier kein Nachweis einer BHS-Störung.
113III. Experimentelle Untersuchungen - Gliomangiogenese
Abb. 36 zeigt den typischen Signal-Zeitverlauf nach MPEG-Pl-Gd-DTPA und Gd-DTPA-Injektion
(erste Gruppe) bei den C6-Tumoren. Das frühe Enhancement nach MPEG-Pl-Gd-DTPA-Injektion
reflektiert die Tumorvaskularisation und ist über die Zeit konstantbleibend. Zu diesem Zeitpunkt ist
das Gefäßvolumen mit Gd-DTPA vollständig gesättigt, da eine sehr hohe MPEG-Pl-Gd-DTPA-
Dosis benutzt wurde. Anschließende Gd-DTPA-Gabe führte zu erneuten Signaländerungen. Der
dargestellte zweite Anstieg nach Gd-DTPA-Injektion ist auf erhöhte Gefäßpermeabilität zurückzu-
führen. Dies ließ sich histologisch über die Verteilung von Evans Blue und Immunglobulinen über
das eigentliche Tumorareal hinaus bestätigen. Sowohl kernspintomographisch als auch histolo-
gisch zeigt sich eine klare Zeitabhängigkeit der Tumorgefäßpermeabilität von der Größe der Tu-
moren: Während die Permeabilität bei kleinen Tumoren gering ist, steigt sie deutlich mit zuneh-
mender Tumorgröße. Der schnelle Abfall nach Gd-DTPA entspricht dem Auswascheffekt und der
raschen Ausscheidung dieses KM über die Nieren.
Nach Gabe von Gadomer-17® in Kombination mit Gd-DTPA (zweite Gruppe) zeigten sich bei den
9L-Gliomen ähnliche Ergebnisse. Abb. 37 stellt den typischen Signal-Zeit-Verlauf unter Gabe die-
ser KM dar.
Die Subtraktion des Grundsignals vom Signal nach Gadomer-17® -Gabe ergab Aufnahmen, die
die vaskuläre Volumen-Fraktion (VVF) der Tumoren widerspiegeln, die Subtraktion des Signals
nach Gadomer-17® –Gabe vom Signal nach Gabe beider Kontrastmittel zeigte die interstitielle
Volumen-Fraktion (IVF) des Tumors auf. Eine solche Kartierung eines Tumors für VVF und IVF ist
in Abb. 38 wiedergegeben.
Abb. 37.: Signalzeitverlauf nach Gabe
von Gadomer-17®, gefolgt von einer Gd-
DTPA-Injektion
Entsprechend der Abbildung 36. spiegelt
der erste Signalanstieg die Tumorvas-
kularisation, der zweite Signalanstieg die
Tumorgefäßpermeabilität wider.
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In der Versuchsreihe zur dritten Gruppe bei alleiniger Gadomer-17®-Gabe wurden vorab dynami-
sche Phantom-Durchfluss-Messungen durchgeführt, wobei dem Signal-Zeit-Verlauf ein Kontrast-
mittel-Zeit-Verlauf zugeordnet wurde (Abb. 39).
Abb.39.:Durchflussphantom-
messungen mit Gadomer-17®
Gemessenes und „angepasstes“ Signal in
Abhängigkeit von der KM-Konzentration
anhand eines dynamischen Durch-
flussphantoms unter Benutzung von
Gadomer-17® als Kontrastmittel.
Abb. 38.: Vaskuläre Volumen-Fraktion
(VVF) und interstitielle Volumen-Frakti-
on (IVF)
Subtraktionsbilder nach Gadomer-17®-  und
Gd-DTPA-Injektion charakterisieren die
vaskuläre Volumen-Fraktion (VVF) (a) und
die interstitielle Volumen-Fraktion (IVF) (b)
von 9L-Gliomen. Entsprechender histolo-
gischer Schnitt (c)
a
c
b
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Die i.v. Injektion von ausschließlich Gadomer-17® in tumortragende Tiere, anschließender dyna-
mischer MR-Bildgebung mit folgender mathematischer Berechnung des vaskulären Volumens
(CBV) und der Permeabilität (P) erbrachte typische zeitliche Signalverläufe, wie sie in Abbildung
40 exemplarisch gezeigt sind. Die anfänglich erhöhte Signalintensität ist mit den Einschwingvor-
gängen der benutzten Sequenz zu erklären. Nach Kontrastmittelgabe ist im Gefäß der konzen-
trierte Bolus als Maximum im Signal zu sehen, welches sich nach Durchmischung und langsamer
Extravasation anschließend angleicht. Der Tumor wird durch langsame Extravasation zunehmend
kontrastiert.
Abb. 41.:Signalzeitverlauf nach alleiniger
Gd-DTPA-Gabe
Gd-DTPA diffundiert auf Grund seiner kleinen
Molekülgröße sofort in den Tumor, der Bolus
kann mit der angewandten Sequenz nicht
aufgelöst werden.
Abb. 40.: Signalzeitverlauf nach Gabe von
Gadomer-17®
Mit der angewandten Sequenz ist der Bolus
in den untersuchten Kompartimenten als
Signalanstieg zu erkennen, das Kontrastmit-
tel diffundiert über die gestörte BHS über ei-
nen Zeitraum von wenigen Minuten in den
Tumor.
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Zum Vergleich ist in Abb. 41 der Signalverlauf einer Messung mit ausschließlicher Gabe des klein-
molekularen Gd-DTPA dargestellt.
Da Gd-DTPA wesentlich kleiner ist als Gadomer-17®, extravasiert es sofort und der Bolus ist mit
den benutzten Sequenzen nicht mehr aufzulösen. Abbildung 42 stellt mathematisch berechnete
MR-Maps zur Vaskularisation (CBV) und Permeabilität (P) der 9L-Tumoren dar. Das erhöhte CBV-
Areal ist größer als das Areal der erhöhten Permeabilität, was zeigt dass das Enhancement der
konventionellen MRT in diesem Fall hauptsächlich auf Kosten der Tumorvaskularisation und nicht
erhöhter Permeabilität geht.
In der Versuchsreihe zur vier-
ten Gruppe bei alleiniger DDM
128 Gabe wurden wie in der
dritten Gruppe vorab dynami-
sche Phantom-Durchfluss-
Messungen durchgeführt, da-
bei wurde dem Signal-Zeit-
Verlauf ein Kontrastmittel-Zeit-
Verlauf zugeordnet (Abb. 43).
Abb. 43.: Durchflussphantommessungen mit DDM 128
Gemessene und „angepasste“ Signalkurve in Abhängigkeit von der KM-Konzentration anhand eines dynamischen Durchflussphantoms
nach Gabe von DDM 128.
Abb. 42.: CBV- und P- Mapping beim 9L-Gliom mit Gadomer-17®
T1w-Sequenz nach Gadomer-17®-Gabe. Mathematisch berechnete Kartierung von P (a) und von CBV (b). Das Tumorareal mit erhöhtem P
ist kleiner als das Tumorareal mit erhöhter Vaskularisation.
ba
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DDM 128-Gabe mit anschließender dynamischer MR-Bildgebung führte auch in vivo zu einem
starken Signalabfall innerhalb der Tumoren. Abb. 44 zeigt den typischen Signal-Zeit-Verlauf nach
Gabe von DDM 128.
Aufgrund der hohen Molekülgröße dieser Verbindung kam es während des Untersuchungs-
zeitraumes zu keiner messbaren
Extravasation in das umgeben-
de Zellinterstitium. Eine berech-
nete Kartierung von CBV ist in
Abb. 45 gezeigt. Die Permeabili-
tät ließ sich aus genannten Grün-
den nicht berechnen.
Abb. 45.: CBV-Mapping beim 9L-Gliom
mit DDM 128
T2w-Sequenz. Nach früherer DDM-128-
Gabe sind noch KM-Reste im Tumor-
gewebe (a). T2*w-Sequenz vor DDM 128-
Injektion (b). Nach erneuter DDM 128-In-
jektion starker Signalabfall innerhalb der
Tumorregion (c). Mathematisch
berechnetete CBV-Kartierung (d).
Abb. 44.: Signalzeitverlauf nach DDM
128-Injektion
Nach Bolusgabe von DDM 128 kommt es
im Tumor zu einem starken Signalabfall
ohne messbare Extravasation in das um-
gebende Hirnparenchym.
ba
c d
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8. 3. 2. Histologie
Die kernspintomographischen Ergebnisse zur Gefäß-
permeabilität ließen sich histologisch über die Verteilung von
Evans-Blue und Immunglobulinen bestätigen. Dabei zeigt sich
eine klare Zeitabhängigkeit der Tumorgefäßpermeabilität von
der Größe der Tumoren: während die Permeabilität bei klei-
nen Tumoren gering ist, steigt sie deutlich mit zunehmender
Größe (Abb. 46).
Die Tumorgefäße waren für das kleiner molekulare IgG deutlich permeabel, das großmolekulare
IgM zeigte sich nur sehr reduziert im extravaskulären Raum. Die Verteilung der Immunglobuline
korrelierte weitgehend mit den T2 Bildern und ging weit über das eigentliche Tumorareal hinaus.
9L-Tumoren  zeigten im Vergleich zu C6-Tumoren eine etwas höhere Tumorneovaskularisation.
Die Tumorgefäße waren häufig besonders in der Tumorperipherie vermehrt und versorgten dort
den Tumor fächerförmig. Andere Tumore wiesen eine eher homogene Verteilung der Gefäße auf.
Dabei waren bei den Tieren, welche Eisenoxide erhalten hatten und nicht mit Formalin perfundiert
worden waren, die Tumorgefäße noch mit dem injizierten MION gefüllt und ließen sich histolo-
gisch so gut darstellen (Abb. 47).
Abb. 46.: IgG-Immunhistochemie bei einem C6-Tumor
HE-Färbung (a). DAB-verstärkte Eisenfärbung (b). IgG-Immunhistochemie (c). Die BHTS
ist für IgG permeabel, IgG diffundiert über die Schranke in das umgebende
Hirnparenchym. Die gestörte BHTS reicht über den eigentlichen Tumor hinaus und breitet
sich über den Balken aus
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Die größten Eisenablagerungen im interstitiellen Tumorgewebe korrelierten eindeutig mit Arealen
hoher Neovaskularisation. Quantitativ waren die Tumorgefäße deutlich dichter gepackt als die
Gefäße des normalen Gehirns. Die Tumorvaskularisation war gegenüber dem normalen Hirn-
parenchym der Ratte (weiße Substanz) um das 3-4 fache erhöht.
Bei einem exemplarisch ausgewerteten Tier ergab sich eine gute Korrelation zwischen dem histo-
logisch und kernspintomographisch ermittelten CBV, allerdings lagen die histologischen Werte
etwas unter den radiologisch gemessenen. (Tab 2).
Abb. 47.: Vaskularisation des 9L-Glioms
Vibratomschnitt durch einen Tumor nach Eisenoxidgabe. Die Tumorgefäße waren noch mit Eisenoxiden angefüllt und ließen sich mit Eisen-
färbungen braun anfärben. Der Tumor ist in der Peripherie fächerförmig stark vaskularisiert. DAB-verstärkte Eisenfärbung und HE-Gegen-
färbung.
Tab. 2.:  Korrelation des histologisch und MR-tomografisch bestimmten CBV bei einem 9L-Gliom
Ort: Tu - Zentrum Tu - Peripherie Normales Gehirn
MRT 15 ± 5% 14 ± 5% 5 ± 5%
Histologie 11 ± 1% 10 ± 1% 3 ± 1%
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Das Kaliber der Tumorgefäße variierte z. T. sehr stark innerhalb derselben Tumorschnittebene; so
zeigten sich an einem Ort normalkalibrige Tumorgefäße, während in der benachbarten Region in
einem größeren Areal die Gefäße eher “dilatiert” wirkten (Abb. 48). Bei den angewandten Tumor-
Zelllinien infiltrierten die Tumorzellen häufig entlang von Blutgefäßen in das gesunde Gewebe (s.
a. Abb. 20).
Abb. 48.: Vaskularisation des 9L-Glioms
Isolektin B4-Histochemie an einem 9L-Tumor. Deutlich erhöhte Vaskularisation des Tumors gegenüber dem angrenzenden Hirnparenchym
(Pfeile). Sehr heterogene Vaskularisation des Tumors: innerhalb einer Schnittebene fanden sich einerseits Regionen mit stark dilatierten
Gefäßen (Tumorregion links unten), andererseits Regionen mit eher kontrahierten Gefäßen (Tumorregion rechts oben). Dieses Muster war
durch den gesamten Tumor hindurch zu verfolgen. Vergrößerung X 100
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8. 4. Diskussion
Gliome zählen zu den mit am stärksten vaskularisierten Tumoren überhaupt. Schon 1971 hat
Folkman die Hypothese aufgestellt, dass Tumore für das Wachstum über eine bestimmte Größe
hinaus von mikrovaskulärer Proliferation abhängig sind und deshalb eine auf Hemmung der
Angiogenese ausgelegte Therapie antineoplastische Wirkung hat (287). Heutzutage werden die
ersten antiangiogenetischen Wirkstoffe klinisch getestet (288). Die Bedeutung der Vaskularisation
von Gliomen findet auch darin ihren Ausdruck, dass es heutzutage zumindest Strömungen inner-
halb der Neuropathologie gibt, die für das histologische Grading ein zweistufiges Klassifizierungs-
system vorschlagen, welches ausschließlich die Tumorangiogenese  als Klassifizierungskriterium
berücksichtigt und das die mikrovaskuläre Proliferation als entscheidendes Kriterium zur Grad-
festlegung zugrunde legt. (289). In einer solchen Klassifizierung wird lediglich noch zwischen
niedrig-gradigen Gliomen (entsprechend WHO Grad I - II) mit fehlender vaskulärer Proliferation
und hoch-gradigen Gliomen (entsprechend WHO Grad III - IV) mit vorhandenen Gefäß-
proliferationen unterschieden.
Für die radiologische Diagnostik von Gliomen ist die Vaskularisation insbesondere von großer
Bedeutung, da sich mit neueren MR-Methoden die Mikrozirkulation des Tumors (u.a. der regiona-
le Blutfluss, das regionale Blutvolumen und die Kapillarpermeabilität) spezifisch analysieren und
damit auch wesentliche prognostische und differentialdiagnostische Informationen erheben las-
sen.
In der Vergangenheit wurden zahlreiche Methoden beschrieben, in denen bestimmte Parameter
der Mikrozirkulation innerhalb von Tumoren kernspintomographisch analysiert wurden (290, 81,
83, 84). Diese Methoden beschreiben meist die Kinetik von niedrig molekularen KM, wobei häufig
ultraschnelle MR-Bildgebung angewandt und der Methodik theoretische Kompartiment-Modelle
zugrunde gelegt wurden. Diese Methoden ermöglichen auch, Vaskularisationsparameter zu quan-
tifizieren. Die Anwendung dieser Methoden ist allerdings bei malignen Gliomen problematisch und
unzuverlässig, da maligne Gliome mit zunehmender Enddifferenzierung eine erhöhte Permeabili-
tät für die angewandten MR-Tracer (meist Gd-DTPA) entwickeln. Bei diesen Tumoren ist bereits
die erste frühe Passage des KM durch den Tumor eine Mischung aus noch vaskulärem und be-
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reits extravaskulärem KM, was die genaue Analyse des rein vaskulären Kompartiments verhin-
dert.
In den vorliegenden Untersuchungen wurde zur MR-Analyse des vaskulären und des interstitiellen
Volumens experimenteller Gliome eine Methode angewandt, die darauf basiert, dass groß-
molekulare, sog. „Blut-Pool-Marker“ in Kombination mit kleinmolekularen MR-Markern zum Ein-
satz kommen und durch einfache Subtraktion der gewonnenen Aufnahmen vor und nach Gabe
der entsprechenden KM entweder das vaskuläre Kompartiment oder das interstitielle Kompartiment
des Tumors dargestellt wird. Die Ergebnisse zeigten, dass sich auf diese einfache Weise über
eine Auswertung der zeitabhängigen Signalanreicherungskurven das vaskuläre eindeutig von dem
extravaskuleren Kompartiment trennen lässt. Dies ließ sich auch von anderen Autoren bestätigen
(291). Dabei kennzeichnet die Subtraktion des Grundsignals von den Signalveränderungen nach
Injektion des makromolekularen Markers das vaskuläre Volumen, während die Subtraktion der
Signalveränderungen nach Gabe des makromolekularen Markers von dem Signal nach Gabe
beider Marker (makromolekularer Marker und kleinmolekularer Marker) in der Darstellung des
interstitiellen Volumens mündet. Das dargestellte interstitielle Volumen ist natürlich von der Per-
meabilität der Tumorgefäße und von der KM-Größe abhängig. Eine Pixel für Pixel-Analyse der
entsprechenden zeitabhängigen Signalanreicherungskurven erlaubt neben den einfachen
Subtraktionsbildern die Erstellung von entsprechenden „Maps“, die von jedem Ort des Tumors
Aussagen über die Vaskularisation bzw. das interstitielle Volumen erlauben. Die angewandte
Methode der kombinatorischen Anwendung von groß- und kleinmolekularen KM-Markern erbrachte
keinen wesentlichen Unterschied bei der Anwendung von zwei verschiedenen Blut-Pool-Markern
(MPEG-Pl-Gd-DTPA und Gadomer 17). Obwohl Gadomer 17 wesentlich kleinmolekularer (35 kD)
als das Polymer MPEG-Pl-Gd-DTPA (560 kD) ist, passiert es auf Grund der ausreichenden Größe
nicht unmittelbar die BHTS, um in das Interstitium zu diffundieren.
Die beschriebene Methode stellt eine einfach durchzuführende Möglichkeit zur Analyse der
Tumorvaskularisation dar, die nicht auf ultraschnelle Bildgebung angewiesen ist, keine großen
Rechenoperationen erfordert und der keine komplizierten - zumeist hypothetischen -
Kompartimentmodelle zugrunde liegen. In einer Studie an humanen Gliomen ließ sich, allerdings
an einem etwas anderen Modell, zeigen, dass einfache Subtraktions-Maps gut mit mathematisch
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berechneten rCBV-Maps korrelierten (292). Dennoch ist die Aussagekraft von solchen Subtraktions-
bildern auch begrenzt. So ist es nicht möglich, die Tumorvaskularisation direkt zu quantifizieren,
es lassen sich nur relative Werte erzielen, die zur Umgebung in Bezug gesetzt werden können.
Ein weiterer Nachteil der beschriebenen Methode ist, dass sie die Kenntnis der im Blut ankom-
menden Gd-Konzentration erfordert, um nicht durch eine Überdosierung der KM-Menge einen
Signalabfall zu erzielen (T2-Effekt). Ein Problem in den vorliegenden Untersuchungen ist auch die
insgesamt geringe Größe der untersuchten Tumoren mit der damit reduzierten Auflösung, was
aber ein eher grundsätzlicher Nachteil solcher tierexperimentellen Untersuchungen ist und seine
Änderung in der Anwendung bei größeren Tumoren am Patienten erfährt.
Ganz grundsätzlich bietet die Anwendung von makromolekularen KM zur Analyse der
Vaskularisation von Tumoren eine Reihe von Vorteilen. In den letzten Jahren wurde eine Reihe
von Untersuchungen vornehmlich auf dem Gebiet der experimentellen MR-Forschung mit sol-
chen Markern durchgeführt (293, 294). Außerhalb des Gehirns sind diese Verbindungen für die
MRT u.a. von Interesse, da sie im normalen Gewebe nicht den Gefäßraum verlassen, was große
Vorteile für MR-angiographische, aber auch dynamische Perfusionsuntersuchungen bringen kann.
Bei Tumoren, sowohl innerhalb als auch außerhalb des Gehirns, verlassen auch diese groß-
molekularen Marker die Tumorgefäße und diffundieren in das Interstitium (295). Da dies aber,
verglichen mit kleinmolekularen Markern, wesentlich langsamer geschieht, ermöglichen diese Tracer
eine Quantifizierung der Permeabilität. Kleinmolekulare Marker verlassen bei gestörter BHS/BTS
viel zu schnell den Gefäßraum, als dass die Permeabilität der Gefäße auch bei der Wahl von sehr
schnellen Sequenzen zeitaufgelöst quantifiziert und die einzelnen Kompartimente voneinander
getrennt werden können (296). Genaue, auch quantitative Informationen über die Permeabilität
der Tumorgefäße von Gliomen zu haben, ist insofern wichtig, da Veränderungen der Permeabilität
mit dem Grad der Malignität bei vielen Tumoren, und auch bei Gliomen, korrelieren (297).
Auch Eisenoxide können, zumindest eingeschränkt, insofern als Blut-Pool-Marker aufgefasst
werden, da sie z.B. gegenüber Gd-DTPA eine deutlich verlängerte Bluthalbwertszeit aufweisen.
Für Perfusionsmessungen haben solche superparamagnetischen Verbindungen gegenüber den
paramagnetischen Chelaten (z. B. Gd-DTPA) den Vorteil, dass der Suszeptibilitätseffekt dieser
Verbindungen deutlich höher ist und dadurch wesentlich kleinere Injektionsvolumina notwendig
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sind (298). Diese starke Wirkung auf die Suszeptibilität und die dadurch hervorgerufenen Artefak-
te führen auf der anderen Seite zu dem Nachteil, dass quantitative Messungen, obwohl beschrie-
ben (299), mit diesen Verbindungen nur eingeschränkt verwertbar sind. Nachteilig in diesem Zu-
sammenhang ist auch die Tatsache, dass diese Verbindungen keine eindeutig definierbare Molekül-
größe besitzen, sondern sich diese nur in einer Gauß-Verteilung beschreiben lässt. Dies führt
dazu, dass mit solchen Markern daher kaum zuverlässige Aussagen zur Permeabilität von Gefä-
ßen möglich sind.
Interessant ist die Beobachtung, dass lange in den Gefäßen zirkulierende MR-Marker direkt von
den Endothelzellen der Tumorgefäße intrazellulär aufgenommen werden. Dies impliziert die Fra-
ge, inwieweit nicht die pharmakologische Bindung von therapeutischen wirksamen Substanzen,
welche Einfluss auf die Endothelzellproliferation haben, an solche Blut-Pool-Marker deren Wirk-
samkeit erhöht. Zusätzlich hätte man den Effekt, den Therapieerfolg mittels MRT monitoren zu
können..
Gegenüber konventioneller, anatomisch-morphologisch orientierter MR-Bildgebung bringen funk-
tionelle dynamische MR-Techniken, die die Mikrozirkulation von Gliomen erfassen, wesentliche
Zusatzinformationen, wobei sich mit solchen Methoden prognostisch und differentialdiagnostisch
relevante Informationen nicht-invasiv in vivo erheben lassen. So ließ sich zeigen, dass rCBV-
Messungen mit dem Grading von Gliomen korrelieren (85, 86). Auch in der Artdiagnose von Hirn-
tumoren helfen solche Messungen weiter, da zwischen Tumoren differenziert werden kann, die
ein KM-Enhancement auf Grund von erhöhter Vaskularisation zeigen (z. B. Glioblastom) und Tu-
moren, bei denen die Gefäßdichte noch normal ist, aber die Gefäßpermeabilität deutlich erhöht ist
(z. B. Lymphome). Von klinischer Relevanz sind solche MR-Analysen der Tumormikrozirkulation
aber auch, da der Therapieerfolg bei verschiedenen Therapiestrategien, die mittelbar oder unmit-
telbar auf die Tumorvaskularisation Einfluss haben kontrolliert und auch quantifiziert werden kann.
So ließen sich bestrahlungsinduzierte Blutvolumenänderungen bei Gliompatienten sowohl im Tu-
mor selbst als auch im normalen Hirngewebe mit dynamischer T2*-gewichteter MR-Bildgebung
messen (300). Aber auch für andere bereits angewandte (Thermotherapie, Chemotherapie,
Embolisation) oder für die in Zukunft erfolgversprechenden Therapieformen bei Gliomen (z.B.
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antiangiogenetische Therapie, Gentherapie), die die Tumorangiogenese beeinflussen, bietet die
dynamische MRT eine Möglichkeit des Therapiemonitorings (301, 302, 303, 304).
Es ist darauf hinzuweisen, dass CBV zwar als das innerhalb eines Voxels von Blut durchströmte
Gefäßvolumen definiert ist, dass dies jedoch nicht mit der Gefäßdichte innerhalb des Tumors
gleichzusetzen ist. Interessant in diesem Zusammenhang ist die Beobachtung bei der histologi-
schen Auswertung der Tumorvaskularisation, dass die Durchmesser der Tumorgefäße innerhalb
derselben Schnittebene bei den experimentellen Gliomen z. T. sehr heterogen sind. Das bedeutet,
dass in den Tumorarealen mit dilatierten Tumorgefäßen gegenüber den Arealen mit normalkalibrigen
Gefäßen das Blutvolumen bei gleicher Gefäßdichte erhöht sein kann. Die Ursache für den unter-
schiedlichen Dilatationsgrad der Gefäße innerhalb von Tumoren und auch der Einfluss auf das
kernspintomographisch zu messende Blutvolumen ist bislang nicht systematisch erforscht. Ne-
ben methodischen Gründen, die auf der unterschiedlichen ex vivo/in vivo Situation beruhen (Blut-
druck, histologische Gewebeaufarbeitung u. a. ) dürften dem aber auch andere Ursachen, wie z.
B. unterschiedliche interstitielle Druckverhältnisse innerhalb des Tumors, zu Grunde liegen.
Neben der quantitativen Erfassung des Blutvolumens des Tumors wird bei einigen Therapien
(z.B. Radiatio) auch die genaue Quantifizierung der Permeabilität der Tumorgefäße eine wichtige
Rolle im Therapiemonitoring spielen, wobei z.B. bei der Bestrahlung von Tumoren eine Steige-
rung der Permeabilität der Tumorgefäße als Therapieerfolg gewertet werden kann. Problematisch
kann dies allerdings bei Gliomen werden, da andererseits eine erhöhte Permeabilität der Tumor-
gefäße auch als Zeichen der Tumorenddifferenzierung interpretiert werden kann.
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 IV. ZUSAMMENFASSUNG UND SCHLUSSFOLGERUNG
Für die Diagnostik von Gliomen brachte die Einführung der Magnetresonanztomographie auf Grund
des hohen Weichteilkontrastes einen deutlichen Fortschritt. Einige Punkte sind jedoch mit der
konventionellen MRT nicht zufriedenstellend gelöst. So kann u.a. die Tumorgrenze nicht exakt
definiert werden, ein in vivo Tumorgrading und auch das Monitoring von Therapien ist nicht sicher
möglich, darüber hinaus lassen sich kaum relevante Informationen zur Tumorbiologie erhalten.
Eine deutliche Weiterentwicklung, auch auf dem Gebiet der Gliombildgebung, stellen neuere MR-
Techniken dar: funktionelle MRT (fMRT) ermöglicht die Visualisierung von funktionell aktiven Hirn-
arealen in Abgrenzung zum Gliom. Nachteil der Methode ist u.a., dass sich damit derzeit noch
nicht alle relevanten Hirnareale aktiviert erfassen lassen und dass bei malignen Gliomen Interfe-
renzen zwischen Tumor- und Aktivierungs-bedingter Mehrdurchblutung die wahre Ausdehnung
des funktionellen Hirnareals beeinträchtigen können. Dynamische, Perfusions-gewichtete MRT
(dMRT) erlaubt die Visualisierung und auch Quantifizierung einer Reihe von wichtigen Parame-
tern der Gliomvaskularisation (rCBV, rCBF, rP), wobei die meist gestörte Blut-Hirn-Schranke/Blut-
Hirn-Tumor-Schranke (BHS/BHTS) bei malignen Gliomen nach wie vor ein Problem bei der Ana-
lyse dieser Parameter darstellt. Inwieweit Diffusions-gewichtete MRT (DWI) bei Hirntumoren – im
Gegensatz zu ihrer gesicherten Bedeutung in der Ischämie-Diagnostik – wesentliche Mehr-
informationen zu Gliomen liefert, ist zum gegenwärtigen Zeitpunkt noch offen. Auch die Magnet-
resonanzspektroskopie (MRS) erlangt zunehmende praktische Bedeutung, dabei bietet die der-
zeit hauptsächlich noch angewandte „Single-Voxel-Technik“ den Nachteil, dass die Heterogenität
der Gliome nicht zufriedenstellend berücksichtigt wird. Auch andere bildgebende Verfahren wie
nuklearmedizinische Methoden (PET und SPECT), aber auch die Xenon-CT (Xe-CT) bieten im
Vergleich zur MRT zwar Mehrinformationen in funktioneller Hinsicht, sie haben jedoch Defizite
insbesondere in der Ortsauflösung.
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, neue Strategien zu entwickeln, die zu einer Verbesserung der
MR-Diagnostik von Gliomen führen. Im Vordergrund des Interesses stand dabei die MR-Charak-
terisierung von experimentellen Gliomen mittels superparamagnetischer Eisenoxide.
MION (“Monocrystalline-Iron-Oxide-Nanopartikel”) wurde als Modellsubstanz für einen Großteil
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der Untersuchungen benutzt. Diese Verbindung hat eine hohe magnetische Potenz und ist daher
bereits in sehr niedrigen Konzentrationen kernspintomographisch im Gewebe nachweisbar, sie
lässt sich chemisch leicht an ihrer Oberfläche zur Rezeptor- oder Antigen-spezifischen Bindung
modifizieren und kann histologisch und in vitro problemlos zu den MR-Untersuchungen korreliert
werden.
Die Ergebnisse der vorliegenden Studien basieren auf den kernspintomographischen und histolo-
gischen Untersuchungen von 136 Ratten mit implantierten Gliomen als auch auf
Zellkulturuntersuchungen mit mehreren Gliom- und Karzinom-Zelllinien.
Zunächst wurde ein Tier-Gliom-Modell etabliert, welches a) die Erprobung neuerer MR-Techniken
und noch nicht klinisch zugelassener MR-Marker ermöglicht, und welches b) die meist komplexen
Signalveränderungen bei Gliomen histologisch erklären lässt. Durch den Einsatz von transfizierten
Zelllinien ließen sich die Untersuchungsergebnisse auf eine sichere histologische Basis stellen,
die damit erreichte kontrastreiche histologische Darstellung von singulären Tumorzellen erlaubte
eine einfache Korrelation zu den entsprechenden MR-Befunden. Obwohl beide eingesetzten Gli-
om-Zelllinien (C6, 9L) den menschlichen Gliomen in zahlreichen Eigenschaften ähneln, unter-
scheiden sie sich makroskopisch durch eine eher scharfe Abgrenzbarkeit zum umgebenden Hirn-
gewebe, wie sie sonst eher von Hirnmetastasen bekannt ist. Histologisch allerdings infiltrieren
auch diese Zelllinien partiell das umliegende Gehirn, wobei - ähnlich dem menschlichen Gliom -
auch Tumorzellen in der kontralateralen, primär nicht betroffenen Hirnhemisphäre gefunden wer-
den. Um die dünneren (im Mikrometerbereich) histologischen Schnitte mit den dickeren MR-Schnit-
ten (0,7 bzw. 3 mm) vergleichen zu können, wurde eine spezielle Methodik entwickelt, mit der sich
die Histologie mit den MR-Bildern in Schnittdicke und Lokalisation gut korrelieren ließ. Diese Tech-
nik beruht darauf, dass mehrere histologische, gefärbte 5µm dicke Schnitte digital zu einem virtu-
ellen Schnitt zusammengesetzt werden, der mit der Dicke des jeweiligen MR-Schnittes korreliert.
In Experimenten zur BHS sollte untersucht werden, inwieweit eine primär intakte BHS durch phar-
makologische Manipulation für MR-Marker passierbar gemacht werden kann. Normales Hirngewebe
jenseits der BHS wird mit Eisenoxiden dann erreicht, wenn artifiziell die BHS zuvor hyperosmotisch
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durch Mannitol-Infusion temporär geöffnet wurde. Neben der intrazellulären Aufnahme in Astrozyten
werden Eisenoxide nach erfolgter BHS-Öffnung in signifikant höherem Maße von aktivierter
Mikroglia phagozytiert. Die KM-Verteilung innerhalb des Hirngewebes nach erfolgter Schranken-
öffnung korreliert mit dem zerebralen Blutfluss, der stärker vaskularisierte Kortex zeigt höhere
Eisenoxidablagerungen als das minder perfundierte zentrale Marklager. Trotz direkter Eisenoxid-
injektion in die A. carotis interna kommt es allerdings nur zu einer Kontrastmittelablagerung von
0.2% der injizierten Dosis. Eisen-sensitive Gradienten-Echo (GE)-Sequenzen sind jedoch geeig-
net, bereits sehr niedrige Eisenkonzentrationen im Gewebe kernspintomographisch nachzuwei-
sen (Nachweisbarkeitsgrenze 62ng Fe/mm3, entsprechend ca. 450000 Partikel/g Gewebe). Wäh-
rend sich Eisenoxide in T2-gewichteten Spin-Echo (SE)-Sequenzen immer signalarm darstellen,
ist die Signalgebung in T1-gewichteten Sequenzen biphasisch abhängig von der Eisenkonzentration
im Gewebe: Konzentrationen kleiner als 10µg Fe/mm2 zeigen sich als signalintens, während hö-
here Konzentrationen zur Signalminderung führen.
Nach selektiver Öffnung der BHTS durch Bradykinin-Injektion in die A. carotis interna lässt sich
selektiv der Transport von Eisenoxiden in das Gliomzentrum vergrößern, auf die Tumorperipherie
und das normale Hirnparenchym erzielt Bradykinin keine Wirkung.
An dem experimentellen Gliommodell ließ sich zeigen, dass intravenöse MION-Gabe (10mg Fe/
kg) zu einem charakteristischen ringförmigen Erscheinungsbild der großen Tumoren führt: in T2-
gewichteten SE und GE Sequenzen stellen sich zellarme Tumorbezirke (histologisch: niedrige
Eisenkonzentration) im Zentrum (Nekrose) und in der Peripherie (Infiltrationszone) signalintens
dar, das zellreiche Tumorgewebe (histologisch: ausgeprägte Eisenoxid-Phagozytose) bildet da-
zwischen einen deutlichen, breiten signalarmen Ring. In T1-gewichteten Sequenzen ist der mittle-
re Ring weniger hypointens und wesentlich schmaler. Bei sehr kleinen Tumoren lassen sich diese
ringförmigen Signalveränderungen nicht finden. 9L-Tumoren hatten selten eine zentrale Nekrose,
auch wenn sie sehr groß waren; dementsprechend fehlte häufig der signalintense (T2) Bezirk im
Zentrum dieser Tumoren. Im zeitlichen Verlauf waren die Signalveränderungen am stärksten aus-
geprägt zwischen 12 und 24 hrs nach MION-Injektion, nach 3 ds war noch ein schwaches Signal
zu erkennen, während dieses nach 5 ds vollkommen verschwunden war. Die zur Signalerzeugung
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notwendige Schwellendosis lag bei 4 mg Fe/kg MION, während 2 mg Fe/kg MION (klinisch z. Zt.
zugelassene Dosis für kommerziell erhältliche Eisenoxidpräparationen) zu keiner nennenswerten
Signaländerung führten. Entgegen dem Dogma, wonach Eisenoxide nur von Zellen des RES in-
trazellulär aufgenommen werden, zeigten die histologischen Untersuchungen bei beiden Gliom-
arten (C6 und 9L) eindeutig die Phagozytose von Eisenpartikeln durch Gliomzellen. Die Menge an
abgelagertem Eisen innerhalb der Tumoren korrelierte klar mit der injizierten MION-Dosis, für die
intrazelluläre Aufnahme in die Gliomzelle werden allerdings hohe lokale MION-Dosen benötigt
(mindestens 10 mg Fe/kg MION). Verglichen mit der Eisenoxid-Aufnahme in die Gliomzelle ist die
Phagozytose der Eisenpartikel durch ortsständige Mikrogliazellen und Blutmakrophagen jedoch
signifikant größer. Mikrogila und Blutmakrophagen durchsetzen in dem angewandten Gliommodell
in hohem Maße die Tumoren und führen zu einer Demarkation der Tumoren in der Tumorumgebung.
Beide Zelltypen lassen sich in vitro und im Tumormodell in vivo durch Eisenoxide „magnetisch
labeln“.
In Zellkulturexperimenten wurde untersucht, wieweit MION von verschiedenen Gliom- (C6, 9L)
und Karzinom-Zelllinien (LX-1) phagozytiert wird und ob es quantitative Unterschiede zwischen
den verschiedenen Zelllinien hinsichtlich der Phagozytosepotenz gibt. Von allen drei Zelllinien
wird MION in großen Mengen in vitro intrazellulär aufgenommen. Die intrazelluläre Lokalisation
ändert sich im Zeitverlauf, wobei MION zunächst in tubulären und später in vesikulären,
perinukleären Strukturen lokalisiert ist. Dies legt einen intrazellulären Abbau von MION über tubu-
läre bzw. terminale Lysosomen nahe, bevor MION dann in den körpereigenen Eisenpool einge-
schleust wird. Innerhalb der Lysosomen war MION bis zu 14 ds nach Inkubationsbeginn zu verfol-
gen. MION wird in vitro in Konzentrationen bis zu 10 ng Fe/106 Zellen intrazellulär aufgenommen,
was  hochgerechnet ungefähr 50.000 Partikel pro Zelle bedeutet. Verglichen mit C6 und 9L ist die
Aufnahme durch die Karzinom-Zelllinie signifikant größer. Die Aufnahme von MION in die Tumor-
zellen erfolgt bereits in einem sehr niedrigen Konzentrationsbereich von kleiner 10 M, was gegen
einen pinozytotisch vermittelten Aufnahmemechanismus spricht.
Es wurde speziell der Frage nachgegangen, inwieweit die direkte Tumorzellmarkierung durch
Eisenoxide zu einer genaueren Darstellung der Tumorinfiltrationszone bei Gliomen führt. Dazu
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wurde hochaufgelöste MR-Mikroskopie angewandt. Um die gesamte Tumorausdehnung eindeu-
tig histologisch erfassen zu können, wurden transfizierte 9L-Gliomzellen (9L-TK) benutzt. Durch
die Untersuchung in einem 9,4 T Magneten konnte eine nahezu mikroskopische Auflösung (iso-
trope Voxel-Größe 86 µm) erzielt werden. Es zeigte sich eine enge Korrelation zwischen MION-
verstärkter MR-Bildgebung und histologisch bestimmter Tumorausdehnung (Differenz nicht signi-
fikant, p=0.331). Die MR-Bildgebung zeigte meist eine scharfe Demarkation der Gliome, wobei
sich ein eisenbedingter Signalverlust bevorzugt im Tumorrand feststellen ließ. Histologisch fan-
den sich hier die größten Eisenmengen. Obwohl die Tumoren in der Regel zum umgebenden
Hirngewebe metastasenartig scharf demarkiert sind, zeigen sich histologisch immer wieder un-
scharf abgegrenzte Areale, in denen die Tumorzellen infiltrativ in das gesunde Gewebe migrieren.
Diese verstreuten Tumorzellen  zeigten häufig eine deutliche Eisenphagozytose, auch dann, wenn
sie weit von der eigentlichen Tumorhauptmasse entfernt waren. Allerdings war auch ein Großteil
dieser vom eigentlichen Tumor entfernt liegenden neoplastischen Glia nicht für Eisen färbbar,
außerdem fand sich immer wieder freies, im Zellinterstitium liegendes Eisen. Dabei sind die beob-
achteten markanten Signalveränderungen im Tumorrandbereich auf eine Kombination aus
intravaskulärem und intrazellulärem, aber auch auf extrazelluläres interstitielles Eisenoxid zurück-
zuführen. Insgesamt zeigen die Ergebnisse, dass hochauflösende MR-Mikroskopie in Kombinati-
on mit einer langzirkulierenden Eisenoxidpräparation zwar einen Ansatz bietet, die Tumoraus-
dehnung zu visualisieren. Insbesondere jedoch der extrazelluläre Eisenoxidanteil kann die wahre
Tumorgröße überbetonen, andererseits lassen sich auch nicht alle infiltrierenden Zellen auf Grund
der noch intakten BHS magnetisch markieren.
In vitro und im experimentellen Gliommodell wurde untersucht, inwieweit die Konjugation von
Transferrin (Tf) an eine Eisenoxidverbindung (USPIO) die Tumorspezifität dieses Kontrastmittels
für Gliomzellen erhöht. Ferner wurde der Frage nachgegangen, ob eine solche Konjugation Mög-
lichkeiten schafft, Kontrastmittel über eine zunächst intakte Blut-Hirn-Schranke in das Hirn-
parenchym und in die Tumorzelle zu schleusen. Transferrinrezeptoren auf Tumorzellen und ein
Transferrin-Rezeptor vermittelter Shuttle über die BHS ist auch für größere Moleküle beschrieben.
Histologische Untersuchungen an einem β-Galaktosidase transfizierten C6-Gliom zeigen, dass
diese Tumore bevorzugt entlang von Gefäßen das benachbarte Gehirn infiltrieren. Gefäßendothelien
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als auch die Gliomzellen selbst zeigten histologisch eine starke Expression von Tranferrin-Rezep-
toren. Tf-USPIO werden in großen Mengen sowohl von den Gefäßendothelien als auch von den
perivaskulären Tumormanschetten intrazellulär aufgenommen. Quantitative Untersuchungen in
vitro an jeweils einer C6- und 9L-Zelllinie ergaben für Tf-USPIO eine 3.3- bzw. 6.9-fach erhöhte
intrazelluläre Aufnahme verglichen mit unkonjugiertem USPIO. In vivo gelang ein Transport von
Tf-USPIO über eine intakte BHS jedoch nicht.
Ferner wurde die Tumorvaskularisation von experimentellen Gliomen näher untersucht mit der
Frage, inwieweit sich die Gliomangiogenese spezifischer als mit konventioneller MRT unter Ein-
satz von sog. „Blut-Pool-Markern“ oder durch Kombination dieser mit kleinmolekularen KM (Gd-
DTPA) visualisieren lässt. Neben Eisenoxiden, die ebenfalls Eigenschaften von Blut-Pool-Markern
haben, wurden zwei weitere lang zirkulierende KM (MPEG-Pl-Gd-DTPA und Gadomer 17) ange-
wandt. Verschiedene Vaskularisationsparameter wurden entweder durch kombinatorische Anwen-
dung von zwei unterschiedlich großen KM durch einfache Bildsubtraktion ermittelt oder nach allei-
niger Gabe der Blut-Pool-KM mathematisch berechnet und in Vaskularisationskartierungen (Maps)
dargestellt. Die Ergebnisse zeigen, dass durch die kombinatorische Anwendung eines klein-
molekularen und eines großmolekularen Markers mit anschließender einfacher Bildsubtraktion
die vaskulären und interstitiellen Volumenfraktionen (VVF, IVF) ermittelt werden können. Dabei
ließen sich die kernspintomographischen Ergebnisse zur Gefäßpermeabilität histologisch über
die Verteilung von Evans-Blue und Immunglobulinen korrelieren. Es zeigte sich dabei eine klare
Zeitabhängigkeit der Tumorgefäßpermeabilität von der  Größe der Tumoren: Während die Per-
meabilität bei kleinen Tumoren gering ist, steigt sie deutlich mit zunehmender Tumorgröße. Die
angewandte MR-Methode ist qualitativ, quantitative Daten können dadurch nicht erhoben werden.
Demgegenüber ermöglicht die alleinige Gabe der beiden Blut-Pool-Marker MPEG-Pl-Gd-DTPA
und Gadomer-17 mit anschließender mathematischer Berechnung die quantitative Bestimmung
sowohl des vaskulären Volumens (CBV) als auch der Permeabilität (P). Gd-DTPA und Eisenoxide
sind hierfür nicht geeignet. Das kleinmolekulare Gd-DTPA ist für die Bestimmung dieser Parame-
ter bei Gliomen dann unzuverlässig, wenn die BHS bzw. BHTS durch den Tumor beeinträchtigt ist.
Bei den Eisenoxiden verfälschen deren starke Suszeptibilitätseffekte die quantitative Bestimmung
von CBV, auch die Quantifizierung der Gefäßpermeabilität ist mit diesen Verbindungen mittels
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dynamischer MRT nicht möglich.
Schlussfolgernd zeigen die Untersuchungen, dass die intravenöse Eisenoxidgabe zu spezifischen
MR-Signalveränderungen bei Gliomen führt, die sich von herkömmlichen Kontrastmitteln unter-
scheiden. Die Signalveränderungen lassen sich mit den physiochemischen und magnetischen
Eigenschaften dieser Verbindungen erklären und erlauben eine Differenzierung unterschiedlicher
Tumorareale. Die Kopplung von solchen Kontrastmitteln an spezifisch bindende Moleküle (z. B.
Transferrin) oder eine Manipulation der BHS vor Kontrastmittelgabe stellen eher experimentelle
Strategien dar, wie sich in Zukunft die Gliombildgebung mittels MRT optimieren lässt. Mehr von
praktischer Bedeutung sind die Möglichkeiten, die Tumorangiogenese, insbesondere unter Ein-
satz von Blut-Pool-KM, mittels dynamischer Perfusionsbildgebung spezifisch zu visualisieren.
Solche Methoden können in Zukunft eine wichtige Rolle beim in vivo Grading, der Artdiagnose und
der Auswahl von repräsentativen Biopsieorten für die Gewinnung von Histologiematerial, aber
auch beim Monitoring neuer Therapien von Gliomen spielen.
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 VI. ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS
A Arteria
ADC „apparent diffusion coefficient”
ASL „arterial spin labelling”
BHS Blut-Hirn-Schranke
BHTS Blut-Hirn-Tumor-Schranke
BCA „bicinchoninic acid“
BHZ Bluthalbwertzeit
CBF cerebraler Blutfluss
CBV cerebrales Blutvolumen
Cho Cholin
CISS „constructive interference in steady state”, Sequenz
cm Zentimeter
Cr Creatinin
CT Computertomographie
171VI. Abkürzungsverzeichnis
d/ds Tag/Tage
DAB Diaminobenzidin
dl Deziliter
DLS Dynamische Laserlicht-Streuung
DMEM „Dulbecco´s modified eagle medium“
dMRT dynamische Magnetresonanztomographie
DWI „diffusion weighted imaging“, Diffusionsbildgebung
EPI „Echo planar Imaging“, echoplanare MRT
Fe Eisen
FDG Desoxyglucose
FKS fötales Kälberserum
FLAIR „fluid attenuated inversion recovery“, Sequenz
FLASH „fast low angle shot”, Sequenz
FOV „field of view”
FSE „fast spin echo“, Sequenz
172VI. Abkürzungsverzeichnis
fMRT funktionelle Magnetresonanztomographie
FW Flipwinkel
GFP grün fluoreszierendes Protein
Gd Gadolinium
GRASS „gradient-recalled acquisition in a steady state“, Sequenz
GRE Gradienten-Echo, Sequenz
HE Hämatoxylin Eosin
h/hrs Stunde/Stunden
Hz Hertz
HGG „high grade glioma“
ICP-AES „induced coupled plasma atomic emission spectroscopy”
Ins Inositol
IR Inversion Recovery
i. p. intraperitoneal
i. v. intravenös
173VI. Abkürzungsverzeichnis
kg Kilogramm
KG Körpergewicht
KR Kontrast-Rausch-Verhältnis
KM Kontrastmittel
kV Kilovolt
La Laktat
LGG „low grade glioma”
Li Lipide
Magnitit superparamagnetisches Eisenoxid mit „magnetartiger“ Kristallstruktur
mAs Milli-Ampere-Sekunde
min Minute
MION „monocrystalline iron oxide nanoparticle“
ml Milliliter
Ml Myoinositol
mm Millimeter
174VI. Abkürzungsverzeichnis
mM Millimol
mOsmol Milliosmol
MPEG-Pl Methoxy Polyethylene Glycol-Poly-L-Lysine
MR Magnetresonanz
MRT Magnetresonanztomographie
MRS Magnetresonanzspektroskopie
MW Molekulargewicht
N Nukleus
NAA N-Acetylaspartat
nm Nanometer
P Permeabilität
PET Positron Emissions Tomographie
PBS Phosphat-gepufferte Kochsalzlösung
PD Protonendichte
PDw PD-gewichtet
175VI. Abkürzungsverzeichnis
PSD Partikel-Größenverteilung
R Relaxivität
RARE Rapid acquisition with relaxation
rCBF regionaler zerebraler Blutfluss
rCBV regionales zerebrales Blutvolumen
rCP regionale kapilläre Permebilität
RES retikuloendoteliales System
RME Rezeptor-vermittelte Endozytose
ROI „region of interest”
rPT regionale Permeabilität
rTBF regionaler Tumorblutfluss
rTBV regionales Tumorblutvolumen
s Sekunde
SD Standardabweichung
SE Spin Echo, Sequenz
176VI. Abkürzungsverzeichnis
SI Signalintensität
SPIO „superparamagnetic iron oxides“
SPECT „Single-Photon-Emissions-Computer-Tomography”
S/R Signal-Rausch-Verhältnis
T1 longitudinale Relaxationszeit (Spin-Gitter-Relaxationszeit)
T2 transversale Relaxationszeit (Spin-Spin Relaxationszeit)
T Tessla
TBV Tumorblutvolumen
TE „time of echo”, Echozeit
TEM Elektronemmikroskopie in Transmission
Tf Transferrin
TIRM „turbo inversion recovery magnitude”, Sequenz
TOF „time of flight”, Sequenz
TK Thymidin Kinase
TR „time of repetition”, Repetitionszeit
177VI. Abkürzungsverzeichnis
TSE Turbo-Spin-Echo, Sequenz
TSL „tissue spin labeling”
USPIO „ultrasmall superparamagnetic iron oxides”
UV Ultraviolett
VVF vaskuläre Volumenfraktion
WHO World Health Organisation
Xe CT Xenon Computer Tomography
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